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A toxicidade dos Líquidos Iónicos (LIs) para organismos aquáticos tem sido 
alvo de bastante interesse, dado que, apesar de a estes compostos se ter 
atribuído, geralmente, um carácter “verde”, algumas evidências do contrário 
têm sido encontradas. No entanto, a avaliação da toxicidade dos LIs tem-se 
baseado num reduzido número de espécies, o que é limitativo dada a variação 
de sensibilidade que diferentes espécies podem exibir a diferentes classes de 
LIs. Só considerando esta sensibilidade diferencial é possível validar, de uma 
forma integrada, as regras heurísticas que se assumem para a ecotoxicidade 
de LIs (efeito do anião, do catião e da extensão da cadeia alquílica do catião). 
Neste contexto, foram selecionados 4 LIs modelo – 2 baseados no catião 
colina e 2 baseados no catião imidazólio - e a sua toxicidade para uma grande 
variedade de espécies foi determinada, o que permitiu o desenvolvimento de 
curvas de distribuição de sensibilidade de espécies e, consequentemente, a 
determinação de valores de referência que sinalizam as concentrações de LI a 
que 5% e 50% das espécies das comunidades aquáticas deverão estar 
afetadas (HC5 e HC50). Esta abordagem integradora permite estabelecer 
relações mais fidedignas entre a estrutura dos LIs e a sua ecotoxicidade. 
Observou-se que os valores de EC50 apresentavam uma ampla gama de 
variação, sendo que a espécie mais sensível a cada LI era variável. A variação 
da toxicidade, no global, apresenta a seguinte ordem: cloreto de colina 
([Chol]Cl) ≈ dihidrogenocitrato de colina ([Chol][DHCit]) ≤ cloreto de 1-etil-3-
metilimidazólio ([C2mim]Cl) < cloreto de 1-dodecil-3-metilimidazólio 
([C12mim]Cl). Assim, foi possível validar as regras heurísticas reconhecidas 
inicialmente, não deixando de ser preocupante a elevada toxicidade 
(comparativamente) do [C12mim]Cl. 
Numa segunda fase do trabalho foi estudada a resposta de Daphnia magna ao 
potencial stress oxidativo imposto pela exposição a cada um dos 4 LIs 
selecionados. Esta resposta foi avaliada através da quantificação substâncias 
reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS), que denunciam dano oxidativo 
membranar, assim como da atividade de enzimas com papel relevante na 
eliminação das espécies reativas de oxigénio (ROS) - glutationa redutase (GR) 
e a enzima de biotransformação, glutationa S-transferase (GST). O aumento 
da atividade da enzima GR verificado após exposição ao [C12mim]Cl 
demonstra o potencial deste LI como indutor de stress oxidativo. Estes 
resultados apenas permitem validar a regra heurística do aumento da cadeia 
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The toxicity of Ionic Liquids (ILs) to aquatic organisms has been receiving 
considerable interest since, although these compounds have generally been 
attributed a "green" character, some challenging evidence has been found. 
However, the evaluation of the toxicity of ILs has been based on a reduced 
number of species, which is limiting given the sensitivity variation that different 
species can exhibit to different classes of ILs. Only if appraising this differential 
sensitivity it is possible to validate, in an integrated way, the heuristic rules that 
are assumed for the ecotoxicity of ILs (role of the anion, cation and cation alkyl 
chain extension). In this context, 4 ILs - 2 based on cationic choline and 2 
based on the imidazolium cation were selected, and their toxicity towards a 
great variety of species was determined, which allowed the development of 
species sensitivity distribution curves and consequently, the estimation of 
reference values that signal the IL concentrations at which 5% and 50% of the 
aquatic communities species should be affected (HC5 and HC50). This 
integrative approach allows establishing more reliable relationships between 
the structure of ILs and their ecotoxicity. It was observed that EC50 values 
presented a wide range of variation, and the species most sensitive to each IL 
was variable. The overall toxicity order was as follows: choline chloride 
([Chol]Cl) ≈ choline dihydrogencitrate ([Chol][DHCit]) ≤ 1-ethyl-3-
methylimidazolium chloride ([C2mim]Cl) < 1-dodecyl chloride -3-
methylimidazolium ([C12mim]Cl). Thus, it was possible to validate the initially 
recognized heuristic rules, and to recognise that the toxicity [C12mim]Cl is 
comparatively higher, which may pose environmental concern. 
In a second stage of the study, the oxidative stress response of Daphnia 
magna to exposure to each of the 4 selected ILs was studied. This response 
was evaluated through the quantification of 2-thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS), which signal membrane oxidative damage, as well as 
through the quantification of the activity of enzymes with a relevant role in the 
elimination of reactive oxygen species (ROS) - glutathione reductase (GR) and 
the biotransformation enzyme, glutathione S-transferase (GST). The results 
show an increase in the activity of GR following exposure to [C12mim] Cl, 
suggesting that this IL has a potential as an inducer of oxidative stress. These 
results validate at the sub-cellular level only the heuristic rule denoting an 
increase in toxicity with the increase of the cation alkyl chain.  
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Capítulo I. Introdução geral  
 
A presente dissertação de Mestrado converge para um paradigma frequente na área da 
Ecotoxicologia e da proteção ambiental, que é a utilização de organismos-modelo para 
conhecer potenciais efeitos de diferentes causas de stress, que podem ter origem natural 
e/ou influência das atividades antropogénicas. Os agentes de stress abordados neste 
trabalho, os Líquidos Iónicos (LIs), foram selecionados por possuírem um carácter 
particular, por serem estudados há relativamente pouco tempo e pelas potenciais 
oportunidades de aplicação. 
 
I.1. Líquidos Iónicos: desenvolvimento e aplicações 
 
O termo Líquido Iónico (LI) data do ano 1914 e surgiu com a síntese de nitrato de 
etilamónio por Paul Walden. Este composto é, provavelmente, o primeiro a ser descrito na 
literatura e a respeitar a definição de LI considerada atualmente. Embora relatado pela 
primeira vez em 1914 (Paul Walden 1914), a definição de LI continua em constante 
atualização. LIs baseados no anião cloroaluminato foram patenteados em 1948 e 
posteriormente, em 1970, Wilkes desenvolveu LIs para a utilização de eletrólitos de 
baterias (Wilkes et al. 1982). Mais recentemente, em 1990 estes têm sido considerados 
produtos químicos promissores como solventes (Wilkes 2002). Assim, surge esta nova 
classe de solventes compostos por aniões de pequenas dimensões e catiões de maiores ou 
menores dimensões, orgânicos ou inorgânicos. Na generalidade, os LIs apresentam-se em 
estado líquido a temperaturas inferiores a 100°C; inclusive alguns são líquidos à 
temperatura ambiente. Os LIs surgem como substitutos mais biocompatíveis para os 
solventes orgânicos voláteis (Chen et al. 2002; Kragl et al. 2002; Van Rantwijk et al. 2003; 
Wasserscheid e Welton 2007; Freire et al. 2012), o que se apresenta como uma vantagem 
para a indústria em determinados setores de aplicação. Inicialmente os LIs eram utilizados 
como surfactantes, sendo os mais comuns os sais quaternários de amónio. Posteriormente, 
vieram revolucionar o mundo dos solventes orgânicos, pois surgiram como solventes 
alternativos e mais benignos, tanto na química (controle da distribuição do produto, 
aumento da taxa e/ou reatividade, facilidade de recuperação do produto, imobilização do 
catalisador e reciclagem) como na bioquímica (polimerização enzimática em LIs, extração 
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de proteínas e enzimas para biocatálise e produção de biocombustíveis) (Prado e Weber 
2016). A utilização destes novos solventes confere várias vantagens de aplicabilidade, 
como a maior estabilidade e maior flexibilidade e durabilidade na aplicação. Os LIs têm 
diversas e distintas aplicações (Figura 1): na extração de metais (e.g. extração de 
mercúrio); como eletrólitos de baterias (e.g. otimização da condutividade de baterias de 
lítio, onde o LI é utlizado como eletrólito); aplicações biológicas (e.g. agente ativador de 
enzimas); uso em biomassa (e.g. conversão de biomassa em biocombustíveis 
economicamente viáveis) (Prado e Weber 2016); polímeros (polímeros condutores 
intrínsecos); sorção de CO2 (produção de energia elétrica, mitigação do CO2 na atmosfera, 
indústria de gás natural, produção de H2); nanodepósitos poliméricos (células solares, 
materiais foto-resistentes utilizados na microeletrónica e tecnologias de microssistemas, 
em sensores, eletrólitos, etc.) (Tang et al. 2005). 
 
 
Figura 1 - As diversas aplicações dos LIs: 1) Nanodepósitos poliméricos - painéis solares (Fonte: 
Expresso); 2) Polímeros (Fonte: Industrial); 3) Mitigação de emissão de CO2 para a atmosfera 
(Fonte: Ricardo Garcia); 4) Microeletrónica (Fonte: Premium, Sihirbaz Hilelerini Hacamat Eden 
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I.2. Características gerais dos LIs 
 
Os LIs são compostos constituídos por um catião orgânico com elevado peso molecular e 
por um anião orgânico ou inorgânico (Freire et al. 2012). A assimetria da estrutura iónica e 
a dispersão das cargas são responsáveis por atrações intermoleculares mais baixas, razão 
pela qual os pontos de fusão são baixos, a pressão de vapor é mínima e a dispersão das 
cargas é responsável pela menor atração intermolecular (Ranke et al. 2004; Ventura et al. 
2014). Por este motivo, a generalidade dos LIs são sais líquidos à temperatura ambiente e 
em geral permanecem no estado líquido a temperaturas inferiores ao ponto de ebulição da 
água (Wilkes 2002). Além destas propriedades, os LIs são conhecidos pela sua não-
inflamabilidade e não explosividade (Deetlefs et al. 2006; Earle et al. 2006; Lovelock et al. 
2010). Estes possuem também uma série de propriedades incomuns, nomeadamente uma 
elevada estabilidade química e térmica, elevada condutividade iónica e uma gama 
eletroquímica muito versátil e útil para múltiplos fins industriais (e.g., aplicados à 
engenharia dos materiais, pois a condutividade é uma característica importante dos 
materiais) e aplicados como solventes (Wasserscheid e Keim 2000; Haerens et al. 2009; 
Zhao et al. 2011). 
Considerando a baixa ou mesmo nula pressão de vapor, os LIs não se apresentam 
como poluentes na atmosfera (Anthony et al. 2001; Freire et al. 2007b). No entanto, o seu 
caráter iónico faz com que a maioria deles sejam solúveis em água, o que se apresenta 
como um problema se estes forem tóxicos para os organismos aquáticos (Marsh et al. 
2004; Keskin et al. 2007). As suas propriedades, como a resistência à fotodegradação 
(Stepnowski e Zaleska 2005), o potencial de bioacumulação (Ventura et al. 2011) e a 
elevada solubilidade (Freire et al. 2007a, b, 2008a, b, 2009, 2010) sugerem que estes 
compostos podem representar uma ameaça para os organismos aquáticos, se se 
encontrarem em concentrações relevantes após descarga no ambiente. 
Os LIs são considerados uma versão melhorada dos solventes orgânicos 
tradicionais essencialmente devido ao seu design característico, nomeadamente a 
possibilidade de ajustar a sua hidrofobicidade1/hidrofilicidade2 modificando o catião ou o 
anião: é possível adicionar cadeias alquílicas, grupos funcionais (e.g., ciano, éter, 
hidroxilo, entre outros), e/ou anéis aromáticos para obter um conjunto de propriedades 
                                                          
1 Característica principal das moléculas que apresentam repulsão pela água. 
2 Característica inerente das moléculas que têm afinidade com a água. 
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específicas (van Rantwijk e Sheldon 2007). Isso resulta na possibilidade de ajustar um LI a 
uma aplicação específica, e por isso os LIs são muitas vezes designados por designer 
solvents. Dada a relevância de segurança ambiental na regulação do mercado, é útil e 
pertinente equacionar o desenvolvimento de LIs ajustados, tanto do ponto de vista técnico 
como ambiental, minimizando o conjunto de LIs submetidos à avaliação obrigatória de 
risco prospetivo, por exemplo no contexto europeu (Diretiva REACH; EC 1907/2006) 
antes do licenciamento do novo solvente ou do novo processo. Este passo prévio de 
otimização potencia a diminuição de custos inerentes ao desenvolvimento de LIs que 
possam ser desadequados sob o ponto de vista ambiental ou que possam ser substituídos 
(sem perda de eficiência na aplicação) por LIs alternativos que representem menor 
perigosidade ambiental (Santos et al. 2015). 
De facto, nos últimos anos, a atenção para o conhecimento dos efeitos ambientais 
de vários compostos químicos foi estimulada por padrões regulatórios, nomeadamente os 
estabelecidos pelo regulamento da União Europeia para Registro, Avaliação, Autorização e 
Restrição de Substâncias Químicas (REACH, e.g. EC 1907/2006). Neste contexto, o termo 
‘Química Verde’ adquiriu uma relevância crescente, sendo o seu princípio de base a 
redução da toxicidade ambiental de compostos químicos utilizados em processos 
industriais ou na formulação de novos produtos (Wilkes 2002). Na Europa, a Diretiva 
REACH (e.g. EC 1907/2006) exige o registo de novos produtos químicos comerciais e 
responsabiliza os fornecedores pelos seus produtos. Portanto, a otimização do desempenho 
técnico deve ser executada em paralelo com a minimização do potencial de risco, visando 
reduzir o seu impacto ambiental e assim melhorar por defeito a viabilidade económica 
(Docherty e Kulpa, Jr. 2005). Atualmente, os processos de avaliação de risco ambiental de 
novos compostos químicos já ultrapassaram o paradigma que se baseava essencialmente na 
determinação e previsão dos níveis de contaminantes nos vários compartimentos 
ambientais, bem como na comparação dessas concentrações com valores limiares 
legislativos ou padrões de segurança ambiental estabelecidos, o que exibe baixo nível de 
integração com informação relativa aos efeitos correspondentes nos ecossistemas (Jager et 
al. 2001; Oost et al. 2003). Há uma consciencialização crescente de que o foco apenas em 
dados químicos é insuficiente para avaliar com segurança os potenciais riscos da entrada 
de contaminantes exógenos nos ecossistemas, essencialmente porque a relação entre a(s) 
causa(s) e o efeito na biota não é linear (de Maagd 2000; Heugens et al. 2001). Neste 
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contexto, a avaliação ecotoxicológica abrangente de novos químicos é essencial para 
caracterizar os riscos ambientais que eles podem representar, para apoiar a definição de 
níveis de segurança ambiental que deverão ser cumpridos se forem libertados para 
diferentes compartimentos ambientais e, no global, para apoiar a definição do seu nível de 
sustentabilidade ambiental (Duke e Taggart 2000). 
 
I.3. Ecotoxicidade de LIs 
 
Os LIs são definidos como "solventes verdes" e esta definição baseia-se em quatro 
argumentos focados na comparação com solventes orgânicos tradicionais: síntese menos 
perigosa (Deetlefs e Seddon 2010); pressão de vapor nula (Deetlefs et al. 2006; Earle et al. 
2006); biocompatibilidade; e, finalmente, a sua potencialmente menor ecotoxicidade 
(Ranke et al. 2007; Pretti et al. 2009). É no contexto deste último argumento que se 
enquadra a presente Dissertação. 
O número de estudos de avaliação ecotoxicológica, bem como a mobilidade 
ambiental dos LIs e a potencial contaminação em diferentes matrizes ambientais está em 
crescimento (Ranke et al. 2007; Coleman e Gathergood 2010; Frade e Afonso 2010). 
Trabalhos anteriores sugerem que a ecotoxicidade dos LIs varia com os organismos 
testados (Stolte et al. 2007; Pretti et al. 2009; Ventura et al. 2010; Matzke et al. 2010; 
Santos et al. 2015) e, no que diz respeito à toxicidade aquática (Beadham et al. 2012), 
ainda existe uma grande incerteza quanto aos efeitos e mecanismos de toxicidade de novas 
famílias em diferentes espécies. As espécies mais testadas abrangem níveis tróficos 
funcionalmente relevantes nos ecossistemas de água doce: os produtores, representados por 
microalgas (e.g. Cho et al. 2008; Kulacki e Lamberti 2008); os consumidores primários, 
representados por cladóceros (e.g. Wells e Coombe 2006; Luo et al. 2008; Pretti et al. 
2009; Ventura et al. 2010); e os decompositores, representados por bactérias (Ranke et al. 
2004; Samorì et al. 2007; Stolte et al. 2007; Ventura et al. 2010). 
 Os efeitos tóxicos dos LIs têm sido abordados em vários estudos, o que permitiu 
estabelecer algumas tendências que governam a sua ecotoxicidade. Por exemplo, os LIs 
com uma cadeia alquílica longa substituída no catião ou anião tendem a ser mais 
ecotóxicos (Ventura et al. 2010, 2012a, b) até um certo limite em termos de comprimento 
da cadeia, onde, independentemente do número de carbonos adicionados, deixa de existir 
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incremento adicional na toxicidade do LI (‘efeito de corte’; e.g. Ventura et al. 2010). 
Relativamente ao catião, tido como o principal responsável pela toxicidade, sabe-se que a 
sua funcionalização altera a sua toxicidade. De facto, os catiões funcionalizados possuem 
um grupo funcional característico, tendendo a produzir LIs menos tóxicos quando 
comparados com os homólogos que não têm grupos funcionais específicos, pois tornam-se 
mais hidrofílicos. O anião também tem capacidade para modificar a toxicidade dos LIs 
embora, na maior parte dos casos, a dimensão dessas alterações seja inferior à que se 
verifica no caso de alteração do catião (Couling et al. 2006; Stolte et al. 2007; Arning et al. 
2008; Thuy Pham et al. 2010; Santos et al. 2015). 
 
I.3.1. LIs baseados em imidazólio e colina: características específicas e 
ecotoxicidade 
 
O desenvolvimento de novas estruturas e aplicações dos LIs tem estado em expansão nas 
últimas décadas, sendo os LIs à base de imidazólio uma das classes mais estudadas. Outro 
tipo de LIs muito estudados e utilizados são os derivados de fontes naturais como 
aminoácidos, hidratos de carbono ou colinas (Freire et al. 2007b). Neste trabalho, foram 
focadas duas classes de LIs, tendo sido avaliada a toxicidade de quatro solventes para 
diversos organismos aquáticos: dois LIs à base de imidazólio ([C2mim]Cl e [C12mim]Cl) e 
outros dois LIs à base de colina ([Chol]Cl e [Chol][DHCit]), os quais se apresentam 
representados na Figura 2. 
 
Figura 2 - Estrutura química dos LIs utilizados no presente trabalho e respetivas fórmulas 
abreviadas. Fonte: ChemDraw Professional 16 Individual ASL SN Win. 





Os LIs à base de imidazólio foram os primeiros a serem desenvolvidos e estudados. Estes 
apresentam elevada importância biológica e uma infinidade de aplicações em diferentes 
áreas (Zdanowicz et al. 2016), nomeadamente na purificação de proteínas, (e.g. Wang et 
al. 2005; Ruiz-Angel et al. 2007); na indústria farmacêutica, na formulação de fungicidas, 
anti-protozoários, anti-hipertensivos e em fármacos contra o cancro, como a 
mercaptopurina, que interfere com o genoma (e.g. Kaliszan et al. 2004; Malhotra e Kumar 
2010; Viau et al. 2010; Smiglak et al. 2014); na natureza, estão presentes nas folhas de chá 
e em feijões na forma de teofilina que é um estimulante do sistema nervoso central (e.g. 
Wei et al. 2013); são também utilizados como inibidores de processos corrosivos 
promovidos por metais de transição, como o cobre (Cu+) (Wasserscheid e Keim 2000; 
Migowski e Dupont 2007). 
Os LIs à base de imidazólio são ecotóxicos e apresentam uma biodegradabilidade3 
limitada (Coleman e Gathergood 2010; Thuy Pham et al. 2010). O teste de Sturm 
modificado (ISO9439:1999) foi utilizado para avaliar a biodegradabilidade de LIs 
baseados em imidazólios que possuem cadeias laterais ligadas a grupos éster. Utilizando 
dois métodos de teste complementares para investigar a biodegradabilidade dos LIs, 
Gathergood e colaboradores (Coleman e Gathergood 2010) concluíram que os sais de 
halogéneos de imidazólio contendo porções de ésteres mostraram uma biodegradação 
melhorada. 
Relativamente aos padrões de toxicidade dos LIs baseados em imidazólio, os 
valores de EC50 (Concentração conducente a 50% de Efeito inibitório) obtidos mostram 
que os LIs baseados nos catiões imidazólio e piridínios (aromáticos) são em geral mais 
tóxicos do que os baseados em catiões não aromáticos (Freire et al. 2010; Ventura et al. 
2013). Quanto à variação do anião, reconhece-se que este tem efeitos menos relevantes 
sobre a toxicidade de vários LIs baseados em imidazólio (Ranke et al. 2004; Couling et al. 
2006; Ventura et al. 2013), embora o aumento da série de estudos considerando novas 
sínteses destes LIs tenha revelado que o anião influencia a toxicidade (Jastorff et al. 2005; 
Pereira et al. 2013). Os LIs não aromáticos, nomeadamente o pirrolidínio (i.e., 
amina cíclica com um anel formado por quatro átomos de carbono e um átomo de azoto; 
                                                          
3 característica de algumas substâncias químicas que indica que podem ser usadas como substratos por 
microrganismos e, portanto, transformadas ou degradadas. 
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Figura 3 a)) e o piperidínio (i.e., amina heterocíclica com um anel formado por 
cinco átomos de carbono e um átomo de azoto; Figura 3 b)), apresentam solubilidade e 
toxicidade em água muito menor do que os LIs aromáticos baseados em imidazólio e 
piridínio (Garcia et al. 2005; Matzke et al. 2007; Stolte et al. 2007; Romero et al. 2008; 
Ventura et al. 2013), cuja estrutura básica se encontra apresentada na Figura 3 c). 
 
 
Figura 3 – a) pirrolidina (pirrolidínio); b) piperidina (piperidínio); c) piridina (piridínio) Fonte: 




A colina é um nutriente essencial constituído por um catião N,N,N-trimetil-etanolamónio 
(Zeisel e Da Costa 2009) que está a receber uma atenção considerável na investigação em 
LIs (Gorke et al. 2010; Domínguez de María e Maugeri 2011) devido ao seu carácter 
considerado mais “benigno” (Petkovic et al. 2011), à sua biocompatibilidade, que se 
traduzirá num menor potencial de risco ambiental por parte dos LIs à base de colina 
(Petkovic et al. 2010; Sekar et al. 2012) e que assim são frequentemente assumidos como 
"biocompatíveis" ou “benignos” ou mesmo "não tóxicos" (Nockemann et al. 2007; Gorke 
et al. 2010; Petkovic et al. 2010; Li et al. 2012). As colinas derivam de sais de amónio 
quaternários, descritos como estruturas importantes em processos vivos, utilizados como 
precursores para a síntese de vitaminas (e.g., complexos de vitamina B e tiamina) e 
enzimas que participam no metabolismo dos hidratos de carbono (Meck e Williams 1999).  
Os sais de colina com baixos pontos de fusão têm sido objeto de alguns estudos (Pernak e 
Chwała 2003; Hamzé et al. 2005) e é neste contexto que surge o conceito de LIs baseados 
em colina. A "biocompatibilidade" da molécula de colina contribuiu para a constituição de 
um bloco de construção sustentável de LIs de toxicidade previsivelmente baixa. Os LIs 
baseados em colina são potencialmente biodegradáveis ao contrário do que acontece com 
outras famílias (Morrissey et al. 2009). O desenvolvimento de LIs com base neste catião de 
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colina tem sido crescente, o que, com os benefícios ambientais associados, conduziu, 
naturalmente, ao aumento do interesse por estes compostos. 
Em termos de potenciais aplicações, os LIs baseadas em colina foram utilizados 
não apenas como catalisadores ou solventes na síntese orgânica (Morales et al. 2003; 
Abelló et al. 2004; Abbott et al. 2005, 2006), mas também em processos de separação e 
purificação em sistemas bifásicos aquosos (ABSs) (Freire et al. 2012). Mais recentemente, 
alguns LIs baseados em colina foram testados na captura de dióxido de carbono (Leron e 
Li 2013) e, finalmente, na separação de biomoléculas (Gorke et al. 2010; Domínguez de 
María e Maugeri 2011; Pereira et al. 2013; Shahriari et al. 2013). O interesse no 
desenvolvimento de sais de colina e da sua aplicação industrial acrescenta significado ao 
estudo das propriedades ecotoxicológicas dos LIs com base em colina (Santos et al. 2015). 
Apesar da crescente utilização da família das colinas em diferentes setores de 
aplicação, o seu comportamento ecotoxicológico ainda é pouco conhecido (Santos et al. 
2015). Encontram-se vários trabalhos que reportam a sua citotoxicidade, usando linhas 
celulares de mamíferos (Vijayaraghavan et al. 2010; Weaver et al. 2010; Frade e Afonso 
2010; Suresh et al. 2012). Existem também estudos que relatam os efeitos ambientais dos 
LIs baseados em colina visando especificamente organismos aquáticos (Ventura et al. 
2013; Santos et al. 2015). Estes LIs apresentam uma toxicidade muito baixa para a bactéria 
marinha Aliivibrio fischeri, o que corrobora o seu carácter “benigno” (Ventura et al. 2014). 
No entanto, a sua toxicidade para outros organismos aquáticos pode ser superior à de 
alguns solventes orgânicos comuns (Santos et al. 2015). 
 As tendências gerais que têm sido documentadas relativamente à ecotoxicidade 
dos LIs, incluindo os baseados em imidazólio e colina (efeito do alongamento da cadeia 
alquílica, efeito do catião e efeito do anião), são facilitadores da análise de risco dos LIs 
para efeitos regulamentares, já que poderão permitir a utilização de relações de estrutura-
toxicidade na previsão de efeitos tóxicos, sendo essa uma das abordagens permitidas, por 
exemplo, na aplicação da Diretiva REACH (vide read-accross como metodologia de 
suporte à análise de risco de novos químicos em ECHA 2009). De facto, existe um 
interesse crescente pela aplicação de modelos matemáticos relacionando a variação de 
elementos estruturais chave dos LIs com a sua (re)atividade biológica (Torrecilla et al. 
2009; Alvarez-Guerra e Irabien 2011; Yan et al. 2012). No entanto, o sucesso desta 
abordagem tem sido questionado por estudos que observam solventes com efeitos 
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diferenciados dos esperados pelas relações quantitativas, por exemplo, entre lipofilicidade4 
e ecotoxicidade (Stolte et al. 2007), assim como inconsistências nas tendências verificadas 
para diferentes organismos testados (Santos et al. 2015). Assim, o nível de incerteza das 
relações estrutura-ecotoxicidade que se possam estabelecer com base num determinado 
organismo indicador, ainda que este possa ter elevada sensibilidade à exposição a LIs, será 
sempre elevado. Este problema pode ser ultrapassado integrando as respostas 
ecotoxicológicas de vários organismos após exposição a LIs que representem extremos nas 
tendências de toxicidade. Esta lógica motivou os trabalhos desenvolvidos no contexto da 
presente Dissertação no geral, e em particular a utilização das curvas de distribuição de 
sensibilidade de espécies (Species Sensitivity Distribution, SSD). 
  
I.4. Distribuição de sensibilidade de espécies (SSDs) 
 
As SSDs foram originalmente propostas por diferentes ecólogos e ecotoxicólogos no final 
da década de 1970 (Klapow e Lewis 1979; Blanck et al. 1984). Os organismos vivos são 
muito diversos em diversas perspetivas, por exemplo. considerando a sua taxonomia, 
história de vida, fisiologia, morfologia, comportamento e distribuição geográfica, no 
contexto da ecotoxicologia, estas diferenças biológicas significam que diferentes espécies 
podem responder de forma diferente a um composto para uma dada concentração, isto é, 
diferentes espécies têm diferentes sensibilidades (Brix et al. 2001). Desde meados da 
década de 80 tem-se reconhecido a importância da variação na sensibilidade entre as 
espécies em ensaios de toxicidade e, consequentemente, na variação dos valores que se 
utilizam para calcular uma concentração que seja segura para a biota (e.g. Environmental 
Quality Criteria; EQC) (Hopkin 1993; Forbes e Forbes 1993; Smith e Cairns 1993; 
Chapman et al. 1998). O reconhecimento de que as sensibilidades aos compostos tóxicos 
diferem de espécie para espécie e a possibilidade de descrição dessa variação com uma 
função de distribuição estatística conduziu ao estabelecimento das SSDs (Gingerich 2000). 
Uma SSD é uma distribuição estatística que descreve a variação de um conjunto de 
espécies (amostra de comunidade natural) na resposta à exposição a um determinado 
composto ou mistura de compostos/matriz natural (Posthuma et al. 2002). 
                                                          
4 lipofilicidade designa a maior afinidade de um determinado composto para com sistemas mais orgânicos, 
mais apolares. 
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De uma forma simples, os dados ecotoxicológicos disponíveis, gerados com diferentes 
espécies, constituem uma amostra da distribuição natural de sensibilidade das espécies e 
são usados para ajustar uma regressão não linear (SSD propriamente dita) e estimar 
parâmetros integradores que refletem a resposta das comunidades visadas com os dados 
usados.  
Na Figura 4 apresenta-se um esquema genérico que descreve uma SSD, ou seja, 
uma função de distribuição cumulativa ajustada a um conjunto de pontos disponíveis como 
dados de entrada, que geralmente são valores de ECx – do inglês Effective Concentration, 
definido como a concentração estimada que provocará x% de efeito. Uma das mais 
importantes aplicações das SSD decorre da sua integração como ferramentas da linha de 
evidência ecotoxicológica da análise de risco ambiental (Brix et al. 2001). São, por 
exemplo, recomendadas no contexto da avaliação ecotoxicológica de pesticidas ao nível 
europeu (European Food Safety Authority (EFSA) 2013) que é determinada pelo 
Regulamento (EC) nº 1107/2009 (Parlamento Europeu e do Conselho 2009), com 
implicações para a autorização da comercialização e aplicação destes agroquímicos. Neste 
contexto, o HC5 é normalmente considerado para definir níveis seguros dos contaminantes 
no ambiente (Posthuma et al. 2002). O HC5 corresponde à concentração a que 5% das 
espécies representativas da comunidade visada (e.g. comunidades aquáticas) são afetadas 
ao nível definido pelos dados de entrada (se estes forem valores de EC50, então as espécies 
são afetadas negativamente em 50% do parâmetro ecotoxicológico considerado para 













Figura 4 - Aparência genérica de uma SSD. A previsão do valor de Y (probabilidade cumulativa) a 
partir do valor de X (e.g. concentração de um determinado químico) representa a PAF (fração 
potencialmente afetada de comunidades naturais refletidas na SSD). A previsão do valor de X a 
partir da assunção que um determinado valor de Y é protetor, representa um EQC (critério de 
qualidade ambiental), neste caso o HC5, i.e., a concentração perigosa para apenas 5% das espécies 
(Adaptado de van Straalen e Denneman 1989). 
 
No presente trabalho de Dissertação, as SSD foram utilizadas como ferramenta 
integradora para a confirmação das tendências de ecotoxicidade face a variações de 
estrutura que se verificam em LIs. Foram selecionadas oito espécies diferentes que 
representam o compartimento aquático (Figura 5): duas microalgas verdes - Raphidocelis 
subcapitata e Chlorella vulgaris; duas espécies de macrófitas - Lemna minor e Lemna 
gibba, uma espécie de cladóceros - Daphnia magna; uma espécie de peixe - Danio rerio; 
uma espécie de bivalve - Corbicula fluminea; e uma espécie de bactéria - Aliivibrio 
fischeri. Este conjunto de espécies reflete a intenção de abranger diversos níveis funcionais 
e posições na teia trófica aquática, representando de uma forma abrangente as 
comunidades potencialmente afetadas. A relevância do estudo de organismos com 
diferentes posições na teia trófica está relacionada com a análise de potenciais 
desequilíbrios nas relações tróficas (transferências de massa e energia) nos ecossistemas, o 
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que estende o significado das respostas de cada organismo testado à regulação funcional do 
ecossistema aquático (Knoben et al. 1998; Van der Hoeven 2001). 
 
 
Figura 5 - Conjunto de espécies selecionadas para o presente trabalho. 1) Daphnia magna (Fonte: 
Herawati et al. 2017); 2) peixe-zebra, Danio rerio (Fonte: Howe et al. 2013); 3) Raphidocelis 
subcapitata (Fonte: Banco de Dados de Recursos de Algas); 4) Chorella vulgaris (Fonte: Algae 
Research Supply: Algae Culture Chlorella vulgaris); 5) Corbicula fluminea (Fonte: Santana et al. 
2013); 6) Aliivibrio fisheri (Fonte: Norsworthy e Visick 2013); 7) Lemna minor (Fonte: Zhang et 
al. 2010); 8) Lemna gibba (Fonte: Verma e Suthar 2015). 
 
Os procedimentos de teste para estas espécies estão amplamente desenvolvidos, 
documentados e disponíveis (e.g. OECD 2006, 2013, 2015), sendo fáceis de implementar. 
Adicionalmente, os organismos selecionados exibem uma sensibilidade alta a diferentes 
contaminantes e a sua manutenção e/ou manuseamento em laboratório é simples, o que 
contribui para a sua frequente utilização. 
Para além do interesse académico, há uma tendência crescente para utilizar o 
comportamento de poluentes (biodisponibilidade5, bioacumulação6 e biotransformação7), 
bem como os efeitos biológicos e bioquímicos induzidos pela exposição a novos químicos 
em organismos aquáticos para avaliar com maior robustez o seu potencial impacto nos 
ecossistemas aquáticos (Oost et al. 2003). No caso dos LIs, este tipo de avaliação está 
ainda num nível bastante inicial, que passa essencialmente pela análise do modo como 
                                                          
5 fração de um determinado contaminante que está disponível para internalização pelo organismo. 
6 processo que ocorre quando compostos químicos/tóxicos se acumulam nos tecidos e/ou estruturas 
biológicas, sendo desta forma transferíveis para níveis tróficos superiores. 
7 processo em que substâncias xenobióticas sofrem reações (bio)químicas, geralmente mediadas por enzimas, 
que as convertem em compostos diferentes (e.g. um composto solúvel não polar convertido em H2O). 
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estes compostos exercem a sua toxicidade. Neste contexto, argumenta-se que o mecanismo 
de ação tóxica assenta em processos generalistas de narcose (Santos et al. 2015) e que o 
mecanismo primário conducente a efeitos tóxicos é a ligação e a disrupção da integridade 
das membranas biológicas (Petkovic et al. 2011; Cvjetko Bubalo et al. 2014a, b). Apesar 
destas considerações, não há estudos que demonstrem disrupção membranar in vivo, o que 
motivou o desenvolvimento de trabalho utilizando biomarcadores de stress oxidativo e 
dano membranar no contexto da presente Dissertação. 
 
I.5. Biomarcadores de stress oxidativo e dano membranar 
 
O termo "biomarcador" é geralmente usado num sentido amplo, incluindo quase todas as 
medições que refletem uma interação entre um sistema biológico e um cenário de 
exposição a condições diferentes das ótimas. Um biomarcador é definido como uma 
mudança numa resposta biológica (molecular, celular, fisiológica e/ou comportamental) 
que pode estar relacionada com a exposição ou com efeitos tóxicos de contaminantes 
ambientais (Peakall e Walker 1994). Van Gestel e Van Brummelen (1996) redefiniram os 
termos “biomarcador”, “bioindicador” e “indicador ecológico”, ligando-os a diferentes 
níveis de organização biológica. Estes e outros autores consideraram biomarcador como 
qualquer resposta biológica a um contaminante ambiental ao nível sub-individual, medido 
dentro de um organismo ou nos próprios produtos (urina, fezes, cabelos, penas, etc.) (Van 
Gestel e Van Brummelen 1996; Oost et al. 2003). Os biomarcadores de exposição e efeito 
(note-se que os biomarcadores, são habitualmente agrupados em biomarcadores de 
exposição, efeito e suscetibilidade (World Health Organization 1993; Oost et al. 2003)) são 
medições em fluídos corporais, células ou tecidos, que indicam modificações bioquímicas 
ou celulares devidas à presença e grandeza da exposição a substâncias tóxicas. Assim, 
contribuem decisivamente para o estabelecimento de relações dose-resposta. 
Num contexto ambiental, os biomarcadores são indicadores sensíveis que 
demonstram que os agentes tóxicos entrados nos organismos foram distribuídos entre os 
tecidos e estão a provocar um efeito tóxico em alvos críticos (McCarthy e Shugart 1990). 
Este contexto aplica-se ao problema da definição do mecanismo de toxicidade dos LIs, se 
forem utilizados biomarcadores para analisar os efeitos de exposições laboratoriais 
controladas. Paralelamente, quando utilizados em testes de toxicidade, os biomarcadores 
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podem explicar a base sub-celular ou celular dos efeitos da exposição sobre parâmetros ao 
nível individual como a sobrevivência e a reprodução, e quando discutidos de forma mais 
integrada, podem até contribuir para uma compreensão mais alargada de efeitos ao nível 
supra-individual (Depledge e Fossi 1994) (Figura 6). 
 
 
Figura 6 - Representação esquemática da ordem sequencial de respostas ao stress induzido por um 
poluente dentro de um sistema biológico (Adaptado de Oost et al. 2003). 
 
A nível bioquímico, um dos grupos de biomarcadores mais estudados é o dos 
biomarcadores de stress oxidativo. Estes são biomarcadores de caráter generalista, que 
respondem a diversos tipos de agentes de stress, porque respondem à produção aumentada 
de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS, da designação em inglês Reactive Oxigen 
Species) (Yu et al. 2009). Os químicos que compreendem estados alternados cíclicos de 
redox, quer orgânicos (e.g. quinonas hidrocarbonadas, nitro-aromáticos, fenilbenzeno; 
Livingstone 1991), quer inorgânicos (e.g. metais; Stohs e Bagchi 1995), são 
particularmente passíveis de induzir a produção de ROS e conduzir a uma condição de 
stress oxidativo. As ROS incluem superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogénio (H2O2) e o 
radical hidroxilo altamente reativo (OH-) (Barata et al. 2005). Os organismos podem 
responder ao aumento da produção de ROS, regulando a defesa antioxidante. Parte 
relevante da defesa antioxidante celular é constituída por um conjunto de enzimas 
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antioxidantes, incluindo a glutationa redutase (GR) e outras (e.g. glutationa S-transferase, 
catalase e superóxido dismutase). Neste trabalho em específico vamos trabalhar com a GR, 
cuja atividade responde à presença de ROS, conforme esquematizado na Figura 7 
(Livingstone 2003). A falha das defesas antioxidantes na desintoxicação da célula 
relativamente à produção excessiva de ROS pode levar a danos oxidativos significativos, 
incluindo inativação enzimática, degradação de proteínas, dano no DNA e peroxidação 
lipídica (Halliwell e Gutteridge 2015). Em particular, a peroxidação lipídica é considerada 
um dos principais mecanismos pelos quais os oxirradicais podem causar danos nos tecidos, 
dado que induz alterações nas propriedades físico-químicas das membranas celulares, 
assim comprometendo a função celular no global (Rikans e Hornbrook 1997). A GR 
constitui o principal sistema defensivo da célula contra as ROS (Guasch et al. 2017) 
(Figura 6). A GR reduz a glutationa dissulfeto (GSSG) em duas moléculas de GSH. 
A GST é uma enzima de biotransformação da fase II do metabolismo de 
destoxificação de xenobióticos, ao contrário das enzimas descritas acima que são enzimas 
de stress oxidativo. No entanto, trata-se de uma isoenzima relevante no contexto da gestão 
do stress oxidativo, já que tem a capacidade de catalisar a conjugação da forma reduzida de 
glutationa (GSH, um dos principais antioxidantes não enzimáticos que constitui a primeira 
linha de defesa contra as ROS), para ativar metabolicamente substratos xenobióticos8; 
desta forma, apoia a mitigação da toxicidade destes xenobióticos através da catálise do 
ataque nucleofílico do átomo de enxofre da glutationa (g-glutamil-cisteinilglicina) 
(Blanchette et al. 2007), dando-se a biotransformação destes substratos. É através deste 
processo que os organismos conseguem eliminar tóxicos ambientais de uma forma direta, 
sendo, aliás, este o mecanismo mais comum de desintoxicação (Oost et al. 2003). Algumas 
isoenzimas de GST exibem atividade de peroxidase, ou seja, atividade de oxidação de 
substratos orgânicos (oxirredutases), tendo o peróxido de hidrogénio como molécula 
aceitadora de eletrões (Ketterer et al. 1983; Hayes e Pulford 1995). Desta forma, podem 
também contribuir de forma direta para a defesa contra as ROS. 
A produção exacerbada de ROS e/ou a diminuição dos níveis de antioxidantes 
celulares podem conduzir ao estabelecimento de um estado de stress oxidativo efetivo 
(Livingstone 2001). Em particular, a peroxidação lipídica é considerada um importante 
mecanismo responsável pelo dano oxidativo; isto acontece quando a defesa antioxidante 
                                                          
8 compostos químicos estranhos a um organismo ou sistema biológico 
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colapsa (e.g. porque a exposição a um agente de stress é elevada e contínua) e 
consequentemente o organismo não consegue lidar com os níveis elevados de ROS (Barata 
et al. 2005). Sabe-se que os peróxidos lipídicos produzem e decompõem-se numa 
variedade de substâncias. A mais importante delas é o malondialdeído (MDA) (Leibovitz e 
Siegel 1980), que é utilizado como biomarcador sensível para sinalizar dano oxidativo (Yu 
et al. 2009). A reação do MDA com o ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) é um dos princípios 
mais utilizados para monitorizar dano oxidativo (Liu et al. 1997), através do ensaio de 
TBARS (substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico) (Oakes e Van Der Kraak 2003). 
 
 
Figura 7 - Esquema elucidativo das reações catalisadas pelos biomarcadores enzimáticos utilizados 
na presente dissertação, nomeadamente a GR e a GST, no contexto da defesa contra as ROS 
(Adaptado de Guasch et al. 2017). 
 
D. magna, devido ao papel que tem desempenhado enquanto modelo 
ecotoxicológico, oferece uma oportunidade única para avaliar a relação entre as defesas 
antioxidantes e as respostas de toxicidade ao nível individual à exposição a LIs. No 
contexto da presente Dissertação, esta espécie foi usada como modelo para uma avaliação 
preliminar dos mecanismos de toxicidade dos LIs, focada na confirmação do potencial dos 
LIs para afetar as membranas biológicas. Há vários estudos na literatura que corroboram a 
sensibilidade das respostas antioxidantes como indicador de stress oxidativo e da presença 
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de MDA como indicador de dano oxidativo em Daphnia, considerando, por exemplo, 
exposições a radiação UV, variação da concentração de oxigénio (Vega e Pizarro 2000; 
Borgeraas e Hessen 2000, 2002a, b), exposição a pesticidas (Lopes et al. 2007; Damásio et 
al. 2007; Neves 2014), a fármacos (Guilhermino et al. 1996; Oliveira et al. 2015) ou a 
metais (Guilhermino et al. 1997; Pavlaki et al. 2011). Existe, no entanto, um número 
reduzido de estudos que avaliem a sensibilidade das respostas antioxidantes de Daphnia 
quando expostas a LIs (Yu et al. 2009). 
 
I.6. Organização e objetivos da dissertação 
 
A presente dissertação tem como primeiro objetivo validar, de uma forma integrada [i.e. 
integrando as respostas de várias espécies - D. magna (crustáceo), R. subcapitata e C. 
vulgaris (microalgas), L. gibba e L. minor (plantas aquáticas), A. fisheri (bactéria), D. rerio 
(peixe) e C. fluminea (bivalve)], as regras heurísticas que se assumem para a ecotoxicidade 
de LIs. Para isso foram selecionados quatro LIs modelo, dois LIs à base do catião colina e 
dois à base do catião imidazólio, que refletem extremos de toxicidade e “extremos de 
estrutura” quanto ao catião, cadeia alquílica do catião e anião. Desta forma, testou-se o 
efeito do aumento da cadeia alquílica do catião ([C2mim]Cl versus [C12mim]Cl), o efeito 
do catião ([C2mim]Cl versus [Chol]Cl) e o efeito do anião ([Chol]Cl versus 
[Chol][DHCit]) na toxicidade de LIs para organismos representativos dos ecossistemas 
aquáticos. Especificamente, foi dada especial atenção à avaliação da diferença de 
sensibilidade de espécies modelo aquáticas aos quatro LIs selecionados, utilizando testes 
ecotoxicológicos focados em parâmetros sub-letais (crescimento e inibição alimentar). 
Após esta fase, foram construídas SSDs com o objetivo de integrar as respostas de 
diferentes espécies para verificar as regras heurísticas relativas à relação entre a estrutura e 
a toxicidade de LIs de forma consistente e ultrapassando a especificidade intrínseca da 
resposta de cada espécie individualmente. 
Numa segunda fase do trabalho, o objetivo central foi avaliar preliminarmente o 
mecanismo de toxicidade que é assumido de forma generalista para todos os LIs, ou seja, 
disrupção membranar, estabelecendo o potencial de cada um dos quatro LIs como indutor 
de stress e dano oxidativo membranar, também analisando até que ponto as regras 
heurísticas consideradas inicialmente seriam aplicáveis a estes parâmetros sub-celulares. 
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D. magna foi a espécie escolhida como organismo modelo. Foram avaliados os seguintes 
biomarcadores: GR, GST e TBARS. 
Esta Dissertação está organizada em 4 capítulos. No primeiro capítulo é 
apresentada uma introdução geral ao tema e a revisão bibliográfica representativa do 
estado de arte relevante para o enquadramento teórico do trabalho. No segundo capítulo, 
apresenta-se a construção da distribuição de sensibilidade de espécies para os 4 LIs 
estudados. No terceiro capítulo é apresentada a avaliação do stress e dano oxidativos 
promovido pela exposição aos 4 LIs selecionados. O segundo e terceiro capítulos refletem 
o trabalho experimental efetuado e possuem um carácter de relativa independência entre 
eles, estando previsto que originem dois artigos independentes a submeter a revistas 
internacionais indexadas no Science Citation Index. Assim, cada um destes capítulos é 
composto pelas seguintes secções próprias: introdução, material e métodos, resultados e 
discussão e conclusão. O último capítulo (IV) desta Dissertação integra e sintetiza a 
informação gerada ao longo do trabalho, apresentando as principais conclusões que dela se 
puderam retirar. 
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A toxicidade dos Líquidos Iónicos (LIs) para organismos aquáticos tem sido alvo de 
bastante interesse, podendo, geralmente, atribuir o conceito de carácter “verde”. No 
entanto, a abordagem utilizada é a de avaliação da toxicidade para um reduzido número de 
espécies, o que é limitativo dada a variação de sensibilidade que diferentes espécies podem 
exibir a diferentes classes de LIs. Assim, o principal objetivo do presente estudo é validar, 
de uma forma integrada (i.e., integrando as respostas de várias espécies), as regras 
heurísticas que se assumem para a ecotoxicidade de LIs (efeito do anião, do catião e da 
extensão da cadeia alquílica do catião). Para isso, foram selecionados 4 LIs modelo e a sua 
toxicidade para uma grande variedade de espécies foi determinada, o que permitiu o 
desenvolvimento de curvas de distribuição de sensibilidade de espécies e, 
consequentemente, a determinação de valores de HC5 e HC50. Esta abordagem integradora 
permite estabelecer relações entre a estrutura dos LIs e a sua ecotoxicidade. Observou-se 
que os valores de EC50 apresentavam uma ampla gama de variação, sendo que a espécie 
mais sensível a cada LI era variável. Os valores de HC5 variaram 4 ordens de grandeza, 
entre 2,421×10-3  mg/L (cloreto de 1-dodecil-3-metilimidazólio – [C12mim]Cl) e 73,00 
mg/L (cloreto de colina). A variação da toxicidade, no global, apresenta a seguinte ordem: 
cloreto de colina ≈ dihidrogenocitrato de colina ≤ cloreto de 1-etil-3-metilimidazólio < 1-
dodecil-3-metilimidazólio. Assim, foi possível validar as regras heurísticas reconhecidas 
inicialmente, não deixando de ser preocupante a elevada toxicidade (comparativamente) do 
[C12mim]Cl. Devido a estas diferenças de toxicidade entre os diferentes LIs é 
preponderante estender este tipo de abordagens integradora a outros LIs. 
 
Palavras-chave | colinas; imidazólios; Microtox; testes de inibição do crescimento; testes 
de inibição alimentar; ensaio de toxicidade em embriões de peixe; curvas de distribuição de 
sensibilidade de espécies 
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Os Líquidos Iónicos (LIs) são sais líquidos a temperaturas inferiores a 100°C; inclusive 
alguns são líquidos à temperatura ambiente. Esta nova classe de produtos químicos é 
considerada uma versão melhorada dos solventes orgânicos tradicionais, muitos dos quais 
são voláteis e com elevada toxicidade (Chen et al. 2002; Kragl et al. 2002; Van Rantwijk 
et al. 2003; Wasserscheid e Welton 2007; Freire et al. 2012; Santos et al. 2015). Os LIs 
são, assim, substitutos mais sustentáveis dos solventes orgânicos voláteis (Freire et al ., 
2012), o que se deve a várias características, tais como baixa pressão de vapor, menor 
atração intermolecular (Ranke et al. 2004; Ventura et al. 2014), não-inflamabilidade e não 
explosividade (Deetlefs et al. 2006; Earle et al. 2006; Lovelock et al. 2010), entre outras. 
Além disso, os LIs apresentam a vantagem da sua estrutura química, e consequentemente 
as suas propriedades, ser facilmente alterada, motivo pelo qual estes compostos são 
designados de designer solvents (Tundo et al. 2007; van Rantwijk e Sheldon 2007; 
Plechkova e Seddon 2008). Esta designação deve-se ao facto de ser possível sintetizar 
inúmeras estruturas alternativas alterando o catião, o anião e/ou a cadeia alquílica do 
catião/anião. A possibilidade de alterar, de forma pouco limitada, a estrutura dos LIs é 
muito relevante sob o ponto de vista da aplicação, já que podem ser afinados para 
responderem o melhor possível ou o mais eficientemente possível a essa aplicação. No 
entanto, isso gera um problema de avaliação do potencial risco que estas substâncias 
podem representar para o ambiente porque seria teoricamente necessário avaliar o risco 
que cada uma das muitas variantes pode representar. 
No sentido de contornar a potencial dificuldade associada à avaliação de risco das 
inúmeras variantes de LIs que podem ser desenvolvidas e sintetizadas, têm sido enunciadas 
regras heurísticas que descrevem a toxicidade de LIs em função do anião, do catião e da 
cadeia alquílica do catião. Por exemplo, o aumento da cadeia alquílica do catião conduz ao 
aumento da toxicidade de colinas e imidazólios (Kulacki e Lamberti 2008; Pham et al. 
2008; Silva et al. 2014; Santos et al. 2015) para A. fischeri (Samorì et al. 2007; Ventura et 
al. 2012, 2014) e R. subcapitata (Cho et al. 2008; Latała et al. 2009; Pretti et al. 2009). No 
entanto, já foram registadas inconsistências nestas regras dependendo do organismo 
testado. Assim, é necessário confirmar se abordagens integradoras de avaliação de 
ecotoxicidade confirmam ou não estas regras. Se sim, isso permitirá estabelecer relações 
realmente fidedignas entre a estrutura dos LIs e a sua ecotoxicidade que facilitam a 
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previsão dos potenciais efeitos ambientais, dispensando ou reduzindo a necessidade de os 
avaliar experimentalmente. Foi neste contexto que se desenvolveu o presente estudo, que 
pretende analisar até que ponto as regras heurísticas que se assumem para a ecotoxicidade 
de LIs se mantêm quando as respostas de diferentes organismos aquáticos são integradas. 
 No âmbito da ecotoxicidade aquática existe ainda uma grande incerteza quanto aos 
efeitos e mecanismos de toxicidade dos LIs em diferentes espécies e níveis tróficos 
(Beadham et al. 2012). Por esta razão, foram selecionadas oito espécies diferentes que 
representam o compartimento aquático: duas microalgas verdes - Raphidocelis subcapitata 
e Chlorella vulgaris; duas espécies de macrófitas - Lemna minor e Lemna gibba; uma 
espécie de cladóceros - Daphnia magna; uma espécie de peixe - Danio rerio; uma espécie 
de bivalve - Corbicula fluminea; e uma espécie de bactéria - Aliivibrio fischeri. Este 
conjunto de espécies reflete a intenção de abranger diversos níveis funcionais e posições na 
teia trófica aquática, representando de uma forma abrangente comunidades potencialmente 
afetadas pela contaminação do compartimento aquático por LIs. A relevância do estudo de 
organismos com diferentes posições na teia trófica está relacionada com a análise de 
potenciais desequilíbrios nas relações tróficas (transferências de massa e energia) nos 
ecossistemas, o que estende o significado das respostas de cada organismo testado à 
regulação funcional do ecossistema aquático (Knoben et al. 1998; Van der Hoeven 2001). 
Em adição, esta variedade de organismos traduz-se na cobertura de diversos mecanismos 
de uptake de produtos químicos, o que pode afetar a magnitude do efeito tóxico (Santos et 
al. 2015). Por exemplo, no contexto dos produtores, foram consideradas as microalgas, 
onde a internalização só poderá acontecer por contacto, e as macrófitas, onde a 
internalização pode também acontecer via sistémica. A seleção destas espécies também 
obedeceu ao facto de os procedimentos de teste estarem amplamente desenvolvidos, 
documentados, normalizados e disponíveis (e.g. OECD 2006, 2013, 2015), sendo fáceis de 
implementar. Adicionalmente, os organismos selecionados exibem uma elevada 
sensibilidade a diferentes contaminantes e a sua manutenção e/ou manuseamento em 
laboratório é simples, o que contribui para a sua frequente utilização em avaliações 
ecotoxicológicas de químicos diversos. 
 Como ferramenta integradora de referências de ecotoxicidade (recolhidas na 
literatura ou obtidas experimentalmente) de LIs, foram utilizadas distribuições de 
sensibilidade de espécies (SSDs). Uma distribuição de sensibilidade de espécie (SSD) é 
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uma distribuição estatística que descreve a variação da resposta (sensibilidade) de um 
conjunto de espécies (representativa de comunidades naturais) à exposição a um 
determinado composto ou mistura de compostos/matriz natural (Posthuma et al. 2002). 
Uma das mais importantes aplicações das SSDs decorre da sua integração como ferramenta 
da linha de evidência ecotoxicológica da análise de risco ambiental (Brix et al. 2001). 
Neste contexto, o HC5 é normalmente considerado para definir níveis seguros dos 
contaminantes no ambiente (Posthuma et al. 2002). O HC5 corresponde à concentração a 
que 5% das espécies representativas da comunidade visada (e.g. comunidades aquáticas) 
são afetadas ao nível definido pelos dados de entrada (se estes forem valores de EC50, 
então as espécies são afetadas negativamente em 50% do parâmetro ecofisiológico 
considerado para construir a SSD). Pelo facto de constituírem um parâmetro integrativo, 
estes valores de HC5 e os valores de HC50 (que por não se encontrarem nos extremos da 
curva de distribuição, oferecem em geral previsões mais robustas) podem ser usados como 
referência para explorar as tendências de estrutura-ecotoxicidade, particularmente quando 
não há consistência entre as respostas dadas pelos diferentes sistemas biológicos testados. 
Assim, o objetivo específico do presente trabalho foi validar as regras heurísticas 
descritas para a relação entre a estrutura e ecotoxicidade de LIs, utilizando as SSD como 
abordagem integradora e baseando a sua construção em parâmetros sub-letais; estes são 
geralmente entendidos como mais protetores da biota aquática do que os parâmetros letais, 
logo foi assumida uma abordagem conservativa. Para isso foram selecionados quatro LIs 
modelo: dois LIs à base de colina e dois à base de imidazólio, que refletem extremos de 
toxicidade e extremos de estrutura quanto ao anião, catião e, cadeia alquílica do catião 
(Ventura et al .2014; Santos et al .2015). A aplicação da abordagem integradora das SSDs 
permite verificar as regras heurísticas descritas anteriormente. 
 
II.2. Materiais e Métodos 
II.2.1. Recolha de valores de EC50 da literatura 
 
Foi realizada uma pesquisa bibliográfica abrangendo todos os valores de EC50 fidedignos 
de espécies aquáticas (A. fischeri, R. subcapitata, C. vulgaris, L. minor, L. gibba, D. 
magna, C. fluminea e D. rerio) que já estavam registados na literatura para cada um dos 4 
LIs selecionados (cloreto de colina - [Chol]Cl, dihidrogenocitrato de colina - 
[Chol][DHCit], cloreto de 1-etil-3-metilimidazólio - [C2mim]Cl e cloreto de 1-dodecil-3-
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metilimidazólio - [C12mim]Cl). De entre as espécies  de interesse, as  espécies mais 
frequentemente estudadas na bibliografia foram  R. subcapitata, L. minor, D. magna e A. 
fischeri (Ventura et al. 2014; Santos et al. 2015). Foram tidos em atenção os seguintes 
critérios de seleção: testes em que se avaliaram parâmetros não letais; valores de EC50 
calculados recorrendo ao ajuste de modelos preditivos adequados (nomeadamente, funções 
de regressão não-linear, dada a natureza contínua das variáveis), e com a indicação de 
intervalos de confiança; existência de informação suficiente sobre as soluções testadas, que 
permitisse a identificação inequívoca do LI testado e suas concentrações. A partir desta 
base de dados, selecionámos os ensaios necessários para completar a base de dados 
ecotoxicológica para cada um dos quatro LIs. Estes ensaios foram realizados conforme 
descrito abaixo. 
 
II.2.2. Ensaios laboratoriais 
II.2.2.1. Químicos 
 
Os LIs foram cedidos pelo Departamento de Química da Universidade de Aveiro, através 
do grupo de investigação Process and Product Applied Thermodynamics (PATh). Foram 
utilizados os seguintes LIs: [Chol]Cl (CAS9: 67-48-1, grau de pureza igual a 98%); 
[Chol][DHCit] (CAS 77-91-8, grau de pureza 99,0%); [C2mim]Cl (CAS 65039-09-0, grau 
de pureza 98,0%); [C12mim]Cl (CAS 81995-09-7, grau de pureza superior a 98%). Na 
Figura 2 no Capítulo I estão representadas as estruturas químicas dos 4 LIs. 
 Para a realização de cada ensaio ecotoxicológico foram preparadas soluções stock 
de cada LI nos meios de cultura adequados a cada espécie. Para cada teste ecotoxicológico 
(exceto Microtox®) foram realizados testes preliminares com uma gama alargada de 
concentrações de cada LI com o intuito de selecionar a gama de concentrações mais 
adequada para os ensaios finais que se apresentam relativos a cada espécie/LI. 
 
II.2.2.2. Teste de inibição da bioluminescência (Microtox) 
 
Para testar a inibição da bioluminescência da bactéria marinha Aliivibrio fischeri 
utilizámos o Microtox® Toxicity Test, um ensaio agudo que mede o efeito de substâncias 
                                                          
9 O número CAS representa o registro único no banco de dados do Chemical Abstracts Service, uma divisão 
da Chemical American Society. 
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tóxicas e amostras ambientais em organismos bioluminescentes. Este teste foi realizado 
apenas para dois dos LIs: [C2mim]Cl e [C12mim]Cl. As bactérias foram adquiridas em kits 
desidratados (Modernwater, Cambridge, UK), que foram armazenados a -20 ºC e 
reidratados imediatamente antes do teste. Os ensaios foram realizados seguindo o 
protocolo do teste básico de 81,9% (AZUR Environmental 1998), utilizando o Microtox 
500 Analyzer. Resumidamente, as bactérias foram expostas a uma série de soluções 
diluídas (de 0 a 81,9% da solução stock, Tabela 1). As concentrações desses stocks foram 
ajustadas para capturar a curva da amplitude total de resposta nos testes. As diluições 
foram elaboradas seguindo o protocolo do fabricante, com o diluente fornecido (solução de 
NaCl a 2% em H2O), depois de um primeiro passo de ajuste da pressão osmótica das 
amostras a 2% de NaCl utilizando a solução de ajuste osmótico; isto garante que o teste 
seja executado em condições osmóticas ótimas para as bactérias, i.e., NaCl a 2% (Johnson 
2005). As medições da emissão de luminescência das bactérias foram registadas e 
comparadas com a emissão de luz de uma amostra de controlo (bactérias no diluente) após 
5, 15 e 30 min de exposição. Estes dados foram utilizados para estimar as concentrações 
que provocam 50% de inibição da bioluminescência (EC50), conforme indicado no item 
II.2.3.1. 
 
Tabela 1 - Gama de concentrações de cada composto usada nos testes de inibição da 
bioluminescência com A. fischeri (solução stock = 6,183 mg/L para [C2mim]Cl; solução stock = 
40,00 mg/L para [C12mim]Cl) 
Tratamento [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 
1 197,8 0,1280 
2 395,6 0,2559 
3 791,4 0,5120 
4 1582 1,024 
5 3165 2,047 
6 6331 4,096 
7 1,266×104 8,192 
8 2,532×104 16,38 
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II.2.2.3. Teste de inibição do crescimento de microalgas  
 
O efeito dos quatro LIs no crescimento de microalgas foi avaliado utilizando duas espécies 
de microalgas verdes, Raphidocelis subcapitata e Chlorella vulgaris (que podem exibir 
sensibilidade distinta a diferentes químicos (Kulacki e Lamberti 2008), e segundo 
protocolos padronizados (OECD 2015). As microalgas usadas têm sido mantidas no 
laboratório em culturas semi-estáticas, em meio MBL (Woods Hole Marine Biological 
Laboratory medium; Janet et al. 1973), com renovação semanal do meio de cultura. As 
culturas são mantidas a 20 ± 2 ºC e sob a luz branca e fluorescente seguindo um 
fotoperíodo de 16 hL: 8 hE (Luz: Escuro). Foi seguido o mesmo procedimento experimental 
nos testes com ambas as espécies, exceto quando indicado em contrário. A preparação das 
soluções para a realização dos testes (preparação das soluções stock e respetivas diluições) 
foi feita em MBL. 
Nos testes foram usadas algas na fase exponencial do crescimento (cerca de 4 dias 
após repicagem). Para tal, cerca de 4 dias antes de iniciar um teste foi necessário preparar o 
inóculo, por repicagem de um inóculo existente. O inóculo de algas foi preparado 
transferindo um pequeno volume de algas de um inóculo existente (com cerca de 7 dias) 
para um erlenmeyer contendo cerca de 50 mL de MBL. Este processo é feito à chama 
(assépsia) ou em câmara de fluxo laminar para prevenir contaminação por outros 
microrganismos. O inóculo foi mantido nas mesmas condições de luz e temperatura que as 
culturas. 
Os testes foram iniciados com uma densidade celular de 1×104 células/mL. Para tal, 
foi necessário preparar uma suspensão com 1×105 células/mL, a partir do inóculo, o que 
pressupõe a determinação da densidade de algas no inóculo. Esta determinação realiza-se 
por contagem ao microscópio utilizando uma câmara de Neubauer. No Anexo II.6.1. são 
fornecidos mais detalhes acerca da contagem de células com recurso à câmara de Neubauer 
e da preparação do teste. Os testes foram realizados em microplacas de 24 poços, sendo o 
volume final de 1 mL em cada poço. Foram utilizados apenas os poços centrais (ver Anexo 
II.6.1. e Figura 10); os poços mais afastados do centro continham apenas água destilada, 
para mitigar a evaporação nos poços centrais. As algas foram expostas a várias 
concentrações de cada composto (Tabelas 2 e 3). Para cada concentração foram utilizadas 
três réplicas, um controlo (com algas e sem LI) e um branco (sem algas e com LI). O 
branco foi utilizado para descontar a eventual absorvância do LI ao valor da absorvância 
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em cada réplica, aquando da medição da absorvância no espectrofotómetro. As 
microplacas foram colocadas em câmara fitoclimática durante o período de exposição de 
96 h, sob luz contínua (n = 5; média = 2750 lux; desvio padrão = 934,1 lux) e temperatura 
estável (23 ± 1 ºC). As algas foram ressuspensas diariamente, utilizando uma micropipeta, 
para evitar a sua sedimentação e promover trocas gasosas. No final do período de 
exposição, foi registada a absorvância a 440 nm (espectrofotómetro UV-1800, Schimadzu 
Corporation, Japão). Os valores de absorvância (ABS) foram convertidos em densidade 
celular (células/mL) usando a equação 1 (Castro et al. 2018). 
 (densidade celular, células/mL) = 6931 + 23179166 × ABS – 9972459 × ABS2, 
(equação 1). 
 
Tabela 2 - Gama de concentrações de cada composto usada nos testes de inibição do crescimento 
com R. subcapitata (solução stock = 500,0 mg/L para [C2mim]Cl; solução stock = 0,6000 mg/L 
para [C12mim]Cl) 
Tratamento [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 
1 10,40 1,317×10-2 
2 15,61 1,976×10-2 
3 23,41 2,963×10-2 
4 35,12 4,445×10-2 
5 52,67 6,667×10-2 
6 79,01 0,1000 
7 118,5 0,1500 
8 177,8 0,2250 
9 266,7 0,3375 
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Tabela 3 - Gama de concentrações de cada composto usada nos testes de inibição do crescimento 
com C. vulgaris (solução stock = 1,700×104 mg/L para [Chol]Cl; solução stock = 1,200×104 mg/L 
para [Chol][DHCit]; solução stock = 500,0 mg/L para [C2mim]Cl; solução stock = 0,5000 mg/L 
para [C12mim]Cl) 
Tratamento [Chol]Cl [Chol][DHCit] [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 0 0 
1 390,2 260,1 9,104 7,804×10-3 
2 585,3 390,2 13,66 1,171×10-2 
3 877,9 585,3 20,48 1,756×10-2 
4 1317 877,9 30,73 2,634×10-2 
5 1975 1317 46,09 3,951×10-2 
6 2963 1975 69,14 5,926×10-2 
7 4444 2963 103,7 8,889×10-2 
8 6667 4444 155,6 0,1333 
9 1,000×104 6667 233,3 0,2000 
10 1,500×104 1,000×104 350,0 0,3000 
 
Nos testes realizados com o [Chol][DHCit], a densidade de microalgas foi 
determinada por contagem ao microscópio, pois este LI interfere com a medição de 
absorvância a 440 nm. Para tal, após ressuspensão das algas em cada frasco, foi retirada 
uma amostra para um eppendorf, ao qual se adicionou solução de lugol para fixação e 
preservação (100 µl de lugol por 500 µl de amostra). Logo que possível, a contagem das 
microalgas foi realizada ao microscópio, utilizando uma câmara de Neubauer. A diluição 
provocada pela adição da solução de lugol foi considerada na determinação da densidade 
celular. Os valores de densidade obtidos (expressos em células/mL) permitiram a 
determinação da produtividade (células/mL), usando a equação 2: 
 
Produtividade = densidade celular (72 h) – densidade celular (0 h) (equação 2), 
 
sendo que densidade celular (0 h) se refere à densidade inicial, i.e., 1×104 células/mL. Os 
valores de produtividade foram utilizados para determinação dos valores de EC50. 
 
II.2.2.4. Teste de inibição do crescimento de macrófitas aquáticas 
 
O efeito dos LIs no crescimento de macrófitas aquáticas foi avaliado utilizando duas 
espécies: Lemna gibba e Lemna minor, ambas recomendadas pela norma OECD 221 
(OECD 2006). Ambas as espécies de Lemna são mantidas no laboratório em meio 
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Steinberg estéril (OECD 2006) em erlenmeyers de 500 mL, a 20 ± 2 °C, sob fotoperíodo 
16 hL: 8 hE. As culturas são renovadas semanalmente. 
O procedimento experimental usado para ambas as espécies foi idêntico, salvo 
indicação em contrário, tendo sido realizado de acordo com a norma OECD 221 (OECD 
2006). Os testes foram realizados em microplacas de 6 poços, sendo o volume total por 
poço de 10 mL. As macrófitas foram expostas a várias concentrações de cada composto 
(Tabelas 4 e 5), estabelecidas em triplicado. Foi sempre incluído um tratamento de 
controlo (Steinberg), para o qual foram estabelecidas seis réplicas. As soluções stock, bem 
como as suas diluições, foram preparadas com meio Steinberg. Em cada poço foram 
colocadas 3 colónias, cada uma com 3 frondes. As microplacas foram mantidas numa 
câmara fitoclimática a 23 ± 1ºC, sob luz contínua fornecida por lâmpadas fluorescentes 
brancas com uma intensidade de luz média igual a 2750 lux (desvio padrão = 934,1 lux; n 
= 5) em pontos à mesma distância da fonte de luz10. O período de exposição foi de 7 dias. 
 
Tabela 4 - Gama de concentrações de cada composto usada nos testes com L. minor (solução stock 
= 1500 mg/L para [C2mim]Cl; solução stock = 25,00 mg/L para [C12mim]Cl) 
Tratamento [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 
1 20,81 0,2890 
2 31,22 0,4335 
3 46,82 0,6503 
4 70,23 0,9755 
5 105,4 1,463 
6 158,0 2,195 
7 237,0 3,292 
8 355,6 4,939 
9 533,3 7,408 
10 800,0 11,11 
11 1200 16,67 
12 - 25,00 
 
                                                          
10 A placa de teste deve ser tapada para minimizar a evaporação e a contaminação acidental, mas permitindo 
a troca de ar necessária. 
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Tabela 5 - Gama de concentrações de cada composto usada nos testes com L. gibba (solução stock 
= 4000 mg/L para [Chol]Cl; solução stock = 2,000×104 mg/L para [Chol][DHCit]; solução stock = 
300,0 mg/L para [C2mim]Cl; solução stock = 10,00 mg/L para [C12mim]Cl) 
 
No final do ensaio, foi registado o número de folhas por réplica. O peso seco das 
plantas foi também determinado: todas as colónias foram retiradas de cada um dos poços 
de teste e lavadas em água destilada; todos os fragmentos de raízes foram incluídos. As 
plantas foram colocadas a secar a 50 ºC durante aproximadamente 3 dias (até se obter peso 
contante). Após a secagem, as plantas foram pesadas, sendo o peso seco expresso com uma 
precisão de pelo menos 0,1 mg (OECD 2006). 
Os valores de número de folhas e peso seco após 7 dias foram utilizados para 
calcular a inibição do crescimento. Os dados foram expressos em termos de incremento de 
biomassa, i.e., subtraindo o valor inicial (número de folhas ou peso seco) ao valor final. Os 
dados relativos à produtividade, em termos de número de folhas e peso seco, foram 
utilizados para cálculo dos valores de EC50. 
 
II.2.2.5. Teste de inibição alimentar pós-exposição em Daphnia magna 
 
O efeito de cada composto na taxa de ingestão de Daphnia magna foi avaliado durante o 
período de pós-exposição. 
O crustáceo de água doce D. magna (clone Beak) tem sido mantido no nosso 
laboratório há vários anos em culturas monoclonais. Os dafnídeos foram cultivados em 
água dura ASTM (American Society for Testing e Materials 1980) enriquecidos com 
vitaminas (Elendt e Bias 1990) e suplementado com um aditivo orgânico (Baird et al. 
Tratamento [Chol]Cl [Chol][DHCit] [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 0 0 
1 104,1 136,4 4,366 0,1455 
2 156,1 218,3 6,985 0,2328 
3 234,1 349,3 11,18 0,3725 
4 351,2 558,8 17,88 0,5960 
5 526,8 894,1 28,61 0,9537 
6 790,1 1431 45,78 1,526 
7 1185 2289 73,24 2,441 
8 1777 3662 117,2 3,906 
9 2666 5859 187,5 6,250 
10 4000 9375 300,0 10,00 
11 - 1500 - - 
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1989) num volume total de cerca de 800 mL. As culturas foram mantidas a uma 
temperatura de 20 ± 2 ºC e com fotoperíodo de 16 hL: 8 hE, fornecido por luzes brancas 
fluorescentes frias. A renovação do meio de cultura foi realizada três vezes por semana. 
Durante a renovação do meio os organismos foram alimentados com suspensões 
concentradas da alga R. subcapitata (3×105 células/mL), a qual é cultivada ciclicamente em 
meio Woods Hole MBL (MBL; Janet et al. 1973). Apenas os neonatos da terceira à quinta 
ninhada foram utilizados nos testes. 
Os efeitos dos quatro compostos testados na taxa de ingestão dos dafnídeos 
(período de pós-exposição) foi investigado usando juvenis no quarto estágio de 
desenvolvimento. Para tal, neonatos com menos 24 h de idade foram retirados da cultura 
principal para um frasco com cerca de 800 mL de água dura ASTM, tendo sido mantidos 
nas mesmas condições que as culturas até atingirem a quarta fase desenvolvimento - 4 a 5 
dias de idade. Este estágio da vida é adequado para esta avaliação experimental porque 
permite avaliar a inibição da alimentação em bioensaios evitando a interferência da muda 
da carapaça (altura em que pode haver variação na sensibilidade dos organismos) nas taxas 
de ingestão das dáfnias, como sugerido por McWilliam e Baird (2002a; b). Quando 
atingiram o quarto estágio de desenvolvimento, grupos de 5 juvenis foram transferidos 
aleatoriamente para frascos de vidro com 50 ml de água dura ASTM contendo uma 
determinada concentração do composto a testar.  As gamas de concentrações utilizadas 
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Tabela 6 - Gama de concentrações utilizada nas exposições que precederam os testes de inibição 
alimentar em D. magna durante o período de pós-exposição (solução stock = 500,0 mg/L para 
[Chol]Cl; solução stock = 2000 mg/L para [Chol][DHCit]; solução stock = 2000 mg/L para 
[C2mim]Cl; solução stock = 100,0 mg/L para [C12mim]Cl) 
Tratamento [Chol]Cl [Chol][DHCit] [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 0 0 
1 172,7 92,27 66,41 1,756 
2 241,7 130,2 92,97 2,634 
3 338,4 182,2 130,2 3,951 
4 473,8 255,1 182,2 5,926 
5 663,3 357,1 255,1 8,889 
6 928,6 500,0 357,1 13,33 
7 1300 700,0 500,0 20,00 
 
Estas gamas foram obtidas por diluição de uma solução stock preparada em água 
dura ASTM, tendo sido estabelecidas após a realização de testes preliminares. Para cada 
concentração (incluindo controlo) foram utilizadas cinco réplicas (frasco contendo o 
composto e dáfnias) e foram também incluídos 8 brancos por teste (com composto, mas 
sem dáfnias; um por tratamento), os quais desempenharam um papel de referência. Esta 
referência foi utilizada para descontar a eventual absorvância do LI ao valor da 
absorvância em cada réplica, aquando da medição da absorvância no espectrofotómetro. O 
teste foi mantido durante 24 h a 20 ± 2 ºC (período de exposição). Após o período de 
exposição, as dáfnias foram transferidas para frascos de vidro de 50 ml contendo ASTM 
com alimento (R. subcapitata, concentração de 3×105 células/mL) e mantidas no escuro 
(para evitar o crescimento das algas durante o ensaio) durante 4 h (pós-exposição) a 20 ± 2 
ºC. Após este período, os juvenis foram retirados e cada frasco de teste foi agitado 
vigorosamente para ressuspender as microalgas. A densidade final de microalgas foi 
estimada a partir dos valores de absorvância medidos a 440 nm (espectrofotómetro UV-
1800; Schimadzu Corporation, Japão), aplicando uma curva de calibração previamente 
estabelecida para o aparelho utilizado (equação 1, Castro et al .2018). Para o LI 
[Chol][DHCit] a densidade de algas foi determinada através da contagem das mesmas em 
cada tratamento e réplica. A partir dos valores de densidade final de microalgas em cada 
réplica, e de acordo com Allen e colaboradores (1995), foram determinadas as taxas de 
ingestão (células/ind/h), as quais foram utilizadas para determinação dos valores de EC50. 
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II.2.2.6. Teste de inibição alimentar em Corbicula fluminea 
 
O efeito de cada composto na taxa de ingestão de C. fluminea foi avaliado seguindo o 
procedimento experimental reportado em literatura (Castro et al. 2018). Este parâmetro é 
indicado como sensível a vários compostos químicos, sendo a sua determinação rápida e 
simples (Castro et al. 2018). 
As amêijoas asiáticas (C. fluminea), com comprimento de concha entre 10 e 25 
mm, foram colhidas numa vala rasa de água doce perto de Mira (no centro litoral de 
Portugal; N 40° 24′ 55", W 8° 45′ 04"). A população estabelecida apresenta densidades que 
atingem mais de 2000 indivíduos/m2 (Rosa et al. 2014). Os moluscos foram recolhidos 
peneirando o sedimento através de um saco de malha de 1 cm e separados por classes de 
tamanho de casca (comprimento de concha entre 20 e 24 mm). Os moluscos foram 
transportados para o laboratório em baldes plásticos cheios de água local e gradualmente 
aclimatados11 por 15 dias. As amêijoas foram mantidas em laboratório em baldes plásticos 
de 20 litros com água da torneira desclorinada, sob arejamento permanente e regime de 
temperatura controlada (20 ± 2 °C) e fotoperíodo (16 hL: 8 hE). Duas vezes por semana, a 
água foi renovada e os moluscos foram alimentados com uma ração ad libitum de R. 
subcapitata, a partir de suspensões concentradas, obtidas de acordo com o procedimento 
experimental descrito da secção II.2.2.3. Os animais mortos foram regularmente 
removidos dos baldes. Antes de qualquer ensaio, o desempenho do lote (sobrevivência e 
alimentação) foi seguido durante um período de quarentena de duas semanas para 
confirmar a boa saúde dos moluscos. 
Por razões logísticas, foram realizadas experiências para cada substância tóxica de 
forma independente, mas cada experiência utilizou o mesmo lote de amêijoas (isto é, 
amêijoas que foram recolhidas no mesmo dia e mantidas no laboratório nas mesmas 
condições). Utilizaram-se amêijoas pertencentes a uma classe de tamanho única (20–24 
mm), conforme confirmado com uma craveira. A gama final de concentrações de cada LI 
(Tabela 7) foi estabelecida com base nos resultados de testes preliminares. 
Os ensaios foram realizados segundo um desenho experimental em blocos 
temporais, seguindo os procedimentos descritos na bibliografia (Castro et al. 2018). Foram 
                                                          
11 Aclimatação: C. fluminea ficaram 15 dias em período de aclimatação ao meio e às condições  do 
laboratório – 20 ± 2ºC; fotoperíodo 16 hL: 8 hE. A cada 3 dias renovava-se cerca de metade do meio com 
água desclorinada, de modo a ir aumentando, gradualmente, a percentagem reativa de água desclorinada no 
meio. 
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usados quatro blocos (réplicas temporais), com dois blocos medidos em cada dia. Cada 
bloco era constituído por sete tratamentos, sendo um controlo e 6 concentrações crescentes 
dos quatro LIs (frasco contendo 100 mL de água dura ASTM com o respetivo LI e um 
molusco). Para cada tratamento, 5 réplicas e um branco (frasco sem molusco, mas com 
algas e a respetiva concentração de LI). Em resumo, em  cada bloco havia 7 × 6 = 42 
unidades experimentais. Os brancos foram importantes para aferir o potencial crescimento 
de algas durante o período de teste, mas também para aferir quaisquer eventuais efeitos do 
agente tóxico no crescimento de algas. A diminuição na concentração de algas foi 
monitorizada nas 168 unidades experimentais (42 × 4 blocos), e a remoção de algas foi 
quantificada em cada unidade experimental, através de espectrofotometria (Castro et al. 
2018) ou, no caso do [Chol][DHCit], por contagem de algas no microscópio. 
 No dia anterior ao início de cada teste, as amêijoas que seriam testadas foram 
transferidas dos baldes de cultura para recipientes de vidro com cerca de 500 mL de água 
da torneira desclorinada, após verificar se estavam vivas, uma a uma. As amêijoas foram 
alimentadas com uma única porção de R. subcapitata de 8×104 células/ml (Bidwell et al. 
1995) e ficaram privadas de alimento nas 24 h seguintes (até ao início do ensaio). Após 
este período, os moluscos foram distribuídos aleatoriamente em cada unidade 
experimental, que consistia numa amêijoa num recipiente de vidro de 200 mL com 100 mL 
de água da torneira desclorinada. As amêijoas foram mantidas nestas condições, com 
arejamento constante, durante 1 h, para anular eventuais efeitos da manipulação no início 
da atividade de filtração.  
Após este período de ajuste às condições do teste, foram adicionados os LIs, de 
modo a obter as concentrações apresentadas na Tabela 7. De seguida adicionou-se 2 mL 
de suspensão de microalgas concentradas a cada frasco de teste, para obter uma densidade 
celular inicial de aproximadamente 3×105 células/ml. Depois de adicionar as algas, foi 
imediatamente retirada uma amostra de cada frasco e medida a sua densidade ótica a 440 
nm (espetrofotómetro UV-1800; Schimadzu Corporation, Japão), que representa a 
densidade celular inicial (t0). Medidas consecutivas de OD440 nm foram realizadas após 
30, 60, e 120 min de exposição. O teste é validado se a taxa de filtração após 30 min (t30) 
for superior a 20%. Em todos os testes definitivos esta percentagem foi superada e na 
maioria das vezes foi mesmo superior a 50%. 
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Tabela 7 - Gama de concentrações de cada composto usada nos testes com C. fluminea (solução 
stock = 6,000×104 mg/L para [Chol]Cl; solução stock = 2,000×104 mg/L para [Chol][DHCit]; 
solução stock = 6,000×104 mg/L para [C2mim]Cl; solução stock = 500,0 mg/L para [C12mim]Cl) 
Tratamento [Chol]Cl [Chol][DHCit] [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 0 0 
1 2107 323,1 1580 0,8832 
2 3161 613,9 2370 1,678 
3 4741 1166 3556 3,188 
4 7111 2216 5333 6,058 
5 1,067×104 4211 8000 11,51 
6 1,600×104 8000 1,200×104 21,87 
 
Com base nos dados de densidade celular (células/mL) aos 120 min foi avaliada a 
taxa de remoção das algas para cada organismo, utilizando o procedimento descrito por 
Castro e outros autores (2018). A taxa de remoção média obtida em cada bloco foi 
utilizada para determinação dos valores de EC50 (4 valores por tratamento). 
 
II.2.2.7. Teste de toxicidade em embriões de peixe  
 
O efeito de cada composto no desenvolvimento e mortalidade de peixes foi avaliado 
utilizando a espécie Danio rerio, seguindo a norma OECD 236 (OECD 2013),  sendo 
descrito em detalhe em Oliveira e outros (2009). 
Os embriões de D. rerio foram obtidos na instalação estabelecida no Departamento 
de Biologia da Universidade de Aveiro (biotério de peixes-zebra). Os adultos são mantidos 
em água filtrada com carbono complementada com sal marinho “Instant Ocean Synthetic 
Sea” (Spectrum Brands, EUA), a 27 ± 1 ºC e sob um ciclo de luz de 14 hL: 10 hE, 
condutividade de 800 ± 50 µS / cm, pH a 7,5 ± 0,5 e oxigénio dissolvido superior a 95% de 
saturação. Esta água (designada “água do sistema”) foi utilizada como água de diluição na 
preparação de soluções de teste em todos os ensaios realizados com peixes. Os adultos de 
D. rerio foram alimentados uma vez por dia com dieta artificial comercialmente disponível 
(ZM 400 Granular, ZM systems, Hampshire, UK). 
No ensaio de toxicidade em embriões de peixe (FET) os embriões foram obtidos 
após cruzamento dos peixes adultos. No Anexo II.6.2. apresentam-se os detalhes da 
preparação do cruzamento (que se realiza no dia anterior ao teste), seleção dos ovos para 
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teste e montagem do teste. Os ovos de D. rerio foram recolhidos imediatamente após 
acasalamento. Após a recolha, os ovos foram lavados com água do sistema e verificados 
sob uma lupa (Microscópio de Zoom Estereoscópico - SMZ 1500, Nikon Corporation, 
Japão). Os ovos que apresentavam irregularidades de clivagem, deformações ou lesões 
foram descartados. 
Os testes foram realizados em microplacas de 24 poços, conforme ilustrado no 
Anexo II.6.2. na Figura 11, com um volume total de 2 mL por poço. Os ovos foram 
expostos a várias concentrações de cada químico (Tabela 8), tendo a exposição começado 
antes das 4 h após a fertilização. Para cada concentração, incluindo o controlo, foram 
utilizadas vinte réplicas. Adicionalmente, em cada microplaca existiam 4 “controlos 
internos”, equivalentes ao controlo do teste, mas específicos para cada microplaca. Em 
cada poço foi colocado um embrião, num total de 20 embriões por concentração. As 
microplacas foram mantidas a 26 ± 1ºC e fotoperíodo de 16 hL: 8 hE (Oliveira et al. 
2009).A duração da exposição foi de 4 dias. 
 
Tabela 8 - Gama de concentrações de cada composto usada nos testes com D. rerio (solução stock 
= 1,000 ×105 mg/L para [Chol]Cl; solução stock = 1,000×105 mg/L para [Chol][DHCit]; solução 
stock = 1,000×105 mg/L para [C2mim]Cl; solução stock = 500,0 mg/L para [C12mim]Cl) 
Tratamento [Chol]Cl [Chol][DHCit] [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 0 0 
1 895,0 62,50 3353 0,4680 
2 1701 125,0 5364 4,768 
3 3231 250,0 8583 7,629 
4 6139 500,0 1,373×104 12,21 
5 1,166×104 1000 2,197×104 19,53 
6 2,216×104 2000 3,516×104 31,25 
7 4,211×104 4000 5,625×104 50,00 
8 8,000×104 8000 9,000×104 80,00 
 
No Anexo II.6.2. é apresentado o desenho experimental simplificado (Figura 11). 
Os embriões foram observados diariamente (após 24, 48, 72 e 96 h de exposição) sob uma 
lupa (Microscópio de Zoom Estereoscópico - SMZ 1500, Nikon Corporation, Japão), para 
registo de malformações e mortalidade. Conforme definido pela norma OECD 236 (OECD 
2013), a coagulação de ovos fertilizados, a falta de formação de somitos, a não-separação 
do cauda-broto do saco vitelino e falta de batimento cardíaco determinaram a avaliação dos 
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ovos como mortos. Outros critérios tomados como parâmetros complementares foram: 
atraso na pigmentação ocular e corporal, atraso na absorção do saco vitelino, edemas, 
deformações da coluna e consequentemente da cauda ou alteração nos batimentos 
cardíacos com o aumento das concentrações de LI, problemas de equilíbrio, sucesso de 
eclosão e mortalidade dos embriões pós-eclodidos. Todos os parâmetros foram avaliados 
de forma qualitativa (observado ou não observado). 
 
II.2.3. Análise dos dados 
II.2.3.1. Cálculo dos valores de EC50 
 
Os registos obtidos nos bioensaios com as oito espécies selecionadas (duas microalgas, 
duas macrófitas, o cladócero, o molusco, o peixe e a bactéria) foram utilizados para estimar 
concentrações que promovem um efeito de 50%. Na tabela seguinte (Tabela 9) apresenta-
se a lista de variáveis usadas para calcular o valor de EC50 para cada espécie e 
correspondentes intervalos de confiança de 95% para cada LI. 
 
Tabela 9 - Variáveis usadas para calcular o valor de EC50 para cada espécie 
Espécie (s) Teste Variável 
A. fischeri Inibição da 
bioluminescência 
Bioluminescência relativamente ao controlo 




Incremento no número de células (células/mL) 
L. minor e L. gibba Inibição do 
crescimento 
Incremento no número de folhas; incremento no peso seco 
D. magna Inibição alimentar Taxa de ingestão (células/ind/h) 
C. fluminea Inibição alimentar Taxa de ingestão (células/ind/h) 
D. rerio Toxicidade em 
embriões de peixe 
Eclosão ([Chol]Cl; [Chol][DHCit]); edema cardíaco 
([Chol]Cl; [Chol][DHCit]); atraso na absorção do saco 
vitelino ([Chol]Cl; [C2mim]Cl; [C12mim]Cl); deformação da 
cauda ([C2mim]Cl; [C12mim]Cl); problemas no equilíbrio 
([Chol][DHCit]), posição lateral ([C2mim]Cl; [C12mim]Cl). 
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Na Figura 8 ilustram-se algumas das deformações que foram identificadas nos 
ovos ou larvas de peixe zebra expostos aos LIs. 
 
 
Figura 8 – Algumas deformações visíveis em ovos ou larvas de D. rerio expostos aos LIs: 1) Larva 
normal (sem deformações) → [Chol]Cl, controlo, dia 5; 2) Ovo, onde é observável atraso na 
absorção do saco vitelino e edema cardíaco → [C12mim]Cl, 1,000×105 mg/L, dia 2; 3) Larva morta, 
em que se pode observar deformação da cauda → [Chol]Cl, 1,000×105 mg/L, dia 5; 4) Larva com 
deformação da cauda, atraso na absorção do saco vitelino e ligeiro edema cardíaco → [C2mim]Cl, 
1,000×105 mg/L, dia 4; 5) Larva com atraso na absorção do saco vitelino e em posição lateral → 
[Chol]Cl, 1,000×105 mg/L, dia 4; 6) Larva com edema cardíaco → [Chol][DHCit], 1,000×105 
mg/L, dia 4. 
 
O cálculo dos valores de EC50 foi feito através de uma regressão não linear e 
utilizando o método dos mínimos quadrados para ajustar os dados à equação logística, 
usando o programa STATISTICA Six Sigma (versão 7, DataMiner1, USA). Além de 
constituir referências ecotoxicológicas padrão, os dados EC50 (Tabela 12 no Anexo 
II.6.3.) foram utilizados para avaliar alterações na toxicidade promovida por variações 
estruturais nos compostos de colina e imidazólio, utilizando SSDs. 
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A construção de uma SSD envolve três etapas básicas: primeiro é necessário definir e 
selecionar os dados de concentrações de efeito (EC50) para as diferentes espécies quando 
expostas ao agente de stress que vão ser integrados na SSD. Em segundo lugar calcula-se 
as proporções, começando por ordenar os dados do menor para o maior e, em seguida, 
converte-se os ranks em proporções12. Por último tem que se ajustar uma distribuição 
estatística ou empírica para Proporção (eixo y) vs. Intensidade de stress (eixo x) (Posthuma 
et al. 2002). 
Os valores de EC50 obtidos com as oito espécies utilizadas no presente estudo 
foram utilizados para estimar uma SSD para cada LI e consequentemente valores de HC5 e 
HC50 (Hazard Concentration que afeta 5% ou 50% das espécies, respetivamente) ao nível 
do EC50 (porque foi este o nível de efeito definido para selecionar os dados usados para 
alimentar cada uma das SSD). As SSDs foram estimadas usando o gerador de SSD da 
agência de proteção ambiental dos Estados Unidos (U S Environmental Protection Agency 
2005). O gerador das SSDs é uma ferramenta, construída sobre o Microsoft Excel, que 
ajusta uma distribuição comumente aplicada, o log-probit (ou seja, log-normalizado 
linearizado) aos dados para concentrações nas quais diferentes espécies exibem uma 
resposta padrão a um stressor. As SSDs modelam a variação na sensibilidade de diferentes 
espécies quando expostas a um stressor, e também auxiliam na avaliação de risco 
relacionando-os à proporção de espécies que se espera que sejam afetadas nas 
concentrações aplicadas. 
 
II.3. Resultados e Discussão 
 
Neste estudo abordou-se a toxicidade ambiental de quatro LIs, dois à base do catião colínio 
e dois tendo o catião imidazólio como base, usando organismos padrão adequados para a 
triagem dos seus efeitos tóxicos. Por um lado, a forma como as mudanças estruturais 
influenciam a toxicidade (com base nas estimativas EC50 mais viáveis) foi avaliada e, por 
outro lado, a consistência nestas relações estrutura-ecotoxicidade entre diferentes sistemas 
biológicos foi analisada. O principal objetivo foi validar, de uma forma integrada, as regras 
                                                          
12 Proporção = (Rank-0.5) / Number of Species 
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heurísticas que se assumem para a ecotoxicidade de LIs. Estas testaram o efeito da 
extensão lateral da cadeia alquílica do catião ([C2mim]Cl versus [C12mim]Cl), o efeito do 
catião ([C2mim]Cl versus [Chol]Cl) e o efeito do anião ([Chol]Cl versus [Chol][DHCit]) 
na toxicidade de LIs para organismos representativos dos ecossistemas aquáticos. 
Os valores de EC50 obtidos nos testes realizados, bem como os valores recolhidos 
da literatura relativos à toxicidade aquática dos LIs estudados, encontram-se na Tabela 12 
no Anexo II.6.3. Os valores EC10 e EC20 foram também registados durante este esforço de 
recolha considerando a sua relevância do ponto de vista ecotoxicológico, pois referem-se a 
concentrações com reduzido efeito nos organismos, geralmente usadas como referências 
para a proteção desses mesmos organismos. No entanto, a estimativa do EC50 é 
intrinsecamente a mais robusta porque é menos suscetível as diferenças na formulação do 
modelo ajustado; além disso, é mais provável que a sua posição na curva concentração-
resposta seja coberta por dados experimentais (Cho et al. 2008). Foi este o nível de efeito 
selecionado para alimentar o modelo que originou cada uma das SSDs construídas. 
Efetivamente, como o interesse primário deste trabalho era validar as regras heurísticas 
assumidas para a relação entre a estrutura e a toxicidade de LIs, privilegiou-se a robustez 
dos dados de entrada em detrimento do seu cariz protetor enquanto referência de 
toxicidade ambiental. 
Os valores de EC50 inferiores a 100 mg/L levantam preocupação acerca dos efeitos 
dos LIs, pois são considerados nocivos para o meio ambiente, de acordo com o Sistema 
Globalmente Harmonizado de Classificação e Rotulagem de Produtos Químicos (do inglês: 
GHS – Globally Harmonized System, Classification and Labeling of Chemicals) (GHS 
2011). Este sistema, criado pelas Nações Unidas em 2011, uniformiza os critérios para 
classificar substâncias e compostos em relação aos perigos físicos, para a saúde e para o 
meio ambiente. Assim, todos os LIs que apresentem valores de EC50 (após exposições 
curtas, não crónicas) inferiores a 100 mg/L devem ser classificados como nocivos para o 
ambiente., Todos os LIs estudados apresentam pelo menos um valor de EC50 nestas 
condições (Tabela 12 no Anexo II.6.3.). O [C12mim]Cl é aquele que levanta maiores 
preocupações, pois das oito espécies estudadas, seis apresentam valores de EC50 inferiores 
a 100 mg/L. Em particular, os valores de EC50 para ambas as espécies de algas, por serem 
inferiores a 1 mg/L, levam a que este LI se enquadre na categoria Agudo 1, ou seja, é 
declarado como muito tóxico para as espécies aquáticas. Segundo a classificação GHS, o 
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segundo LI mais nocivo é o [C2mim]Cl pois para três das espécies (microalga C. vulgaris e 
as duas espécies de macrófitas aquáticas), os valores de EC50 são inferiores a 100 mg/L e 
superiores a 10 mg/L, levando a que se enquadre na categoria Agudo 3, ou seja, é nocivo 
para a vida aquática. Os LIs [Chol]Cl e [Chol][DHCit] enquadram-se também na categoria 
Agudo 3 por apresentarem o valor de EC50 para R. subcapitata inferior a 100 mg/L. Assim, 
segundo esta classificação a toxicidade os LIs segue a ordem: [Chol]Cl≈ [Chol][DHCit] ≤ 
[C2mim]Cl < [C12mim]Cl. 
A Figura 9 apresenta as SSDs obtidas para cada LI. As SSDs modelam a variação 
na sensibilidade das várias espécies quando expostas a cada LI, contribuindo para a 
obtenção de referências de toxicidade integradas para cada LI que permitem uma validação 
abrangente das regras heurísticas que se assumem para a ecotoxicidade de LIs. 
O efeito do anião na toxicidade dos LIs pode observar-se comparando as curvas de 
SSD do [Chol]Cl e do [Chol][DHCit], pois estes compostos diferem apenas no anião: cloro 
(Cl˗) versus dihidrogenocitrato [C3H5O(COO)3
˗], respetivamente. Verifica-se uma maior 
amplitude na sensibilidade ao [Chol]Cl do que ao [Chol][DHCit]: os valores de EC50 de 
[Chol]Cl variam entre 72,51 para o rendimento de R. subcapitata após 96 h de exposição e 
1,784×104 mg/L para a percentagem de absorção do saco vitelino de D. rerio após 5 d de 
exposição; entre 37,23 para a luminescência de A. fischeri após 30 min de exposição e 
1863 mg/L para o rendimento de L. minor após 7 d de exposição no caso de [Chol][DHCit] 
(Tabela 12 no Anexo II.6.3.). Para ambos os LIs, a espécie menos sensível é C. vulgaris, 
ao passo que a espécie mais sensível é a bactéria no caso do [Chol][DHCit] e a microalga 
R. subcapitata no caso do [Chol]Cl. A diferença relevante de sensibilidade entre 
microalgas verdes de espécies diferentes já tem sido observada em outros estudos com 
diferentes contaminantes, por exemplo metais e pesticidas (Fairchild et al. 1998; Pereira et 
al. 2005). No entanto, o diferencial de sensibilidade reportado não é tão expressivo como o 
encontrado no presente trabalho para a [Chol][DHCit], onde o valor de EC50 obtido para R. 
subcapitata é praticamente uma ordem de grandeza mais baixo do que o que foi obtido 
com C. vulgaris (Tabela 12 no Anexo II.6.3.). Assim, sugere-se que esta variação de 
sensibilidade poderá estar relacionada com o modo específico de indução de toxicidade da 
[Chol][DHCit]. No teste realizado com C. vulgaris exposta ao LI [Chol][DHCit] foi 
observada claramente uma alteração da forma destas microalgas e foi notória a sua 
descoloração, sem que houvesse uma correspondente diminuição do número (variável que 
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é efetivamente registada para a determinação do EC50 que alimenta a SSD). Estas 
particularidades, que não foram observadas na outra espécie de microalgas testada, deverão 
ter conduzido ao posicionamento de C. vulgaris como a espécie mais tolerante na SSD 
correspondente. Estes resultados poderão ser potencialmente explicados pela diferença na 
estrutura e forma da célula de cada microalga, mas este será um fenómeno a ser estudado 
em maior detalhe em futuros trabalhos. As duas espécies de algas de água doce aqui 
estudadas podem diferir na sua capacidade de acumular contaminantes. Estas diferenças 
podem ser devidas a características morfológicas e fisiológicas específicas das células, tais 
como o conteúdo lipídico, e a estrutura e composição das paredes celulares. Além disso, 
diferenças no tamanho implicam diferenças na relação superfície-volume, o que 
naturalmente influencia a internalização de compostos químicos. Por exemplo, as espécies 
que possuem um tamanho celular menor têm tendência para acumular quantidades mais 
elevadas de pesticidas em relação às espécies maiores (Tang et al. 2009). Globalmente, as 
SSD mostram de forma consistente que a alteração do anião se traduz numa alteração na 
distribuição da sensibilidade de espécies, corroborando conclusões anteriores (Santos et al. 
2015), e novamente reforçando a necessidade de analisar relações de estrutura-toxicidade 
com base em valores de referência de toxicidade integrados e não considerando 
organismos selecionados individualmente. 
Quanto ao efeito do catião, este pode observar-se comparando as curvas de SSD do 
[C2mim]Cl e [Chol]Cl, pois estes compostos diferem apenas no catião: 1-etil-3- 
metilimidazólio versus colina, respetivamente. Verifica-se uma maior amplitude na 
sensibilidade ao [C2mim]Cl do que ao [Chol]Cl, com valores de EC50 entre 0,1409 
(luminescência de A. fischeri após 30 min) e 1,476×104 mg/L (deformação da cauda de D. 
rerio após 5 d de exposição) para [C2mim]Cl; 72,51 (rendimento de R. subcapitata após 96 
h de exposição) e 17835 mg/L (percentagem de absorção do saco vitelino D. rerio após 5 d 
de exposição) para [Chol]Cl (Tabela 12 no Anexo II.6.3.). A espécie menos sensível ao 
[CholCl é a microalga C. vulgaris, no caso do [C2mim]Cl é o peixe. Quanto às espécies 
mais sensíveis são a bactéria no caso do [C2mim]Cl e a microalga R. subcapitata ao 
[Chol]Cl. 
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Figura 9 – Distribuições de sensibilidade (SSD) considerando as várias espécies para as quais 
foram recolhidos ou determinados valores de EC50, relativos aos quatro LIs selecionados para o 
presente estudo. 
Para avaliar o efeito do tamanho da cadeia alquílica na toxicidade dos LIs deve 
comparar-se as curvas de SSD do [C2mim]Cl e [C12mim]Cl, pois estes compostos diferem 
apenas no comprimento da cadeia alquílica do catião: radical etil versus radical dodecil, 
respetivamente. Verifica-se uma maior amplitude na sensibilidade ao [C12mim]Cl do que 
ao [C2mim]Cl, com valores de EC50 entre 0,0202 (rendimento de C. vulgaris após 96 h de 
exposição) e 1,811×104 mg/L (deformação da cauda de D. rerio após 5 d de exposição) 
para [C12mim]Cl e entre 0,1409 (luminescência de A. fischeri após 30 min de exposição) e 
14761 mg/L (deformação da cauda de D. rerio após 5 d) para [C2mim]Cl (Tabela 12 no 
Anexo II.6.3.). Para ambos os LIs, a espécie menos sensível é D. rerio, ao passo que a 
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espécie mais sensível é a bactéria no caso do [C2mim]Cl e a microalga C. vulgaris no caso 
do [C12mim]Cl. 
Na Tabela 10 são apresentados os valores de HC5 e HC50 (concentração a que 5% e 
50% das espécies representativas da comunidade são afetadas, respetivamente) para cada 
um dos LIs. Por exemplo, no caso do LI [C12mim]Cl para concentrações superiores a 
0,002421 mg/L mais de 5% da comunidade aquática será afetada. Observa-se uma ampla 
variação nos valores de HC5, sendo superior a 4 ordens de grandeza dependendo dos LIs 
comparados. A variação da toxicidade, considerando o HC5 como referência confirma a 
ordenação discutida acima, sendo [C12mim]Cl o LI mais tóxico e [Chol][DHCit] e 
[Chol]Cl os menos tóxicos. Nos valores de HC50 é observável um aumento considerável da 
concentração (9,507 mg/L para [C12mim]Cl, 3 ordens de grandeza acima do HC5 
correspondente) à qual 50% da comunidade aquática sofre perturbações, o que é 
consistente com a amplitude geralmente grande da sensibilidade das diferentes espécies 
aos LIs. No caso dos valores de HC50 não se nota tanta amplitude na variação do HC5 entre 
LIs. No entanto a tendência geral mantém-se, sendo [C12mim]Cl o LI mais tóxico e 
[Chol][DHCit] e [Chol]Cl os menos tóxicos. A toxicidade relativa dos LIs está 
provavelmente associada à variação da lipofilicidade dos compostos. A lipofilicidade de 
um composto é uma medida da sua maior afinidade para com sistemas mais orgânicos, 
mais apolares, a qual pode ser expressa em função dos valores do coeficiente de partição 
octanol/água, expresso como KOW. Uma vez que o valor de KOW apresenta uma ampla 
gama de variação (várias ordens de grandeza), utiliza-se o logaritmo de KOW (log KOW, 
também designado log P) (Cumming e Rü 2017). Quanto menor o valor de log KOW, mais 
hidrofílico é o composto, ou seja, menor a sua afinidade para os sistemas orgânicos e maior 
para a fase aquosa. 
 
Tabela 10 – Valores de HC5 e HC50 com o respetivo intervalo de confiança (lower PI-upper PI) e 
do coeficiente de determinação (r2) 
LIs HC5; lower PI – upper PI (mg/L) HC50; lower PI – upper PI (mg/L) r2 
[Chol]Cl 73,00 (21,63 – 246,4) 1015 (361,4 – 2853) 0,9136 
[Chol][DHCit] 31,89 (8,684 – 117,1) 746,6 (246,7 – 2260) 0,9308 
[C2mim]Cl 0,3797 (7,679×10-3 – 18,77) 145,3 (5,535 – 3812) 0,8306 
[C12mim]Cl 2,421×10-3 (4,612×10-5 - 0,1270) 9,507 (0,3302 – 273,7) 0,9075 
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Na Tabela 11 são apresentados os valores de log KOW para os LIs estudados. O LI 
[C12mim]Cl, por apresentar o maior valor de log KOW é, o mais hidrofóbico i.e., aquele 
com menor afinidade para sistemas aquosos e, portanto, com maior preferência pela fase 
orgânica. Quanto maior a partição para a fase orgânica, maior a sua tendência para 
adsorver às membranas ou paredes celulares e também maior a facilidade com que o 
composto atravessa as membranas celulares, o que explica a sua maior toxicidade (Ventura 
et al. 2011). Em relação aos restantes LIs, apesar da variação do log KOW ser menor, está 
de acordo com o esperado: LIs com menor log KOW são menos tóxicos. 
 
Tabela 11 - Valores de log Kow dos LIs estudados. Fontes: (web: 
http://www.molbase.com/) para [Chol][DHCit], [C2mim]Cl, [C12mim]Cl, e [Chol]Cl (web: 
http://www.molbase.com/), acedido em: 17/11/2018 






O facto da variação do anião ter efeito reduzido na toxicidade de LIs à base de 
colina está de acordo com o reportado em artigos anteriores, desde estudos com A. fischeri 
(Ranke et al. 2004), estendendo-se até organismos multicelulares, nomeadamente Daphnia 
magna (Bernot et al. 2005). O mesmo se observou para a variação do anião em LIs à base 
de imidazólio (Docherty e Kulpa, Jr. 2005). 
No que diz respeito ao efeito do catião, observou-se um aumento de toxicidade com 
o aumento de tamanho e complexidade do catião. De facto, o catião colina mostrou-se 
menos tóxico que o catião 1-etil-3-metilimidazólio, uma vez que o catião colina apresenta 
uma maior hidrofilicidade pela presença do grupo hidroxilo, significando que terá uma 
menor afinidade para interagir com a estrutura mais hidrofóbica dos organismos. Esta 
tendência (aumento de toxicidade com a diminuição da hidrofilicidade do catião) está de 
acordo com conclusões anteriores por outros autores (Huddleston et al. 2001; Ventura et 
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al. 2013) e deve-se, provavelmente, ao aumento da hidrofobicidade da molécula (Thuy 
Pham et al. 2010). De facto, o [C2mim]Cl detém um log KOW ligeiramente inferior ao do 
[Chol]Cl (Tabela 11), o que apoia esta interpretação. 
A extensão da cadeia alquílica do catião refletiu-se no aumento da toxicidade, o que 
corrobora resultados anteriores (Docherty e Kulpa, Jr. 2005; Santos et al. 2015). Neste 
sentido, um aumento no comprimento da cadeia do grupo alquilo, bem como um aumento 
no número de grupos alquilo substituídos no anel catiónico, conduz a um aumento na 
toxicidade (Santos et al. 2015). Esta maior toxicidade está provavelmente associada com a 
maior hidrofobicidade do composto, conforme referido anteriormente. Em particular, uma 
maior toxicidade do [C12mim]Cl, comparando com o [C2mim]Cl, foi efetivamente 
observada para A. fischeri e corroborada pelos valores de log KOW (Ventura et al. 2012). 
Esta tendência (aumento da toxicidade com o aumento da cadeia alquílica do catião), 
válida para LIs à base de imidazólio não é, no entanto, válida para todos os LIs, como é 
exemplo os LIs à base de guanidínio (Ventura et al. 2012). 
O facto de alguns LIs, nomeadamente o [C12mim]Cl, apresentarem uma elevada 
toxicidade, levanta uma preocupação ambiental pois é possível observar efeitos deste LI na 
comunidade aquática para concentrações na ordem das µg/L. Note-se que o valor de HC5 
para este LI é de 0,002421 mg/L. Apesar da sensibilidade das espécies ser variável 
verifica-se, que os organismos selecionados para este trabalho o foram com a preocupação 
de abranger diferentes níveis funcionais dos ecossistemas aquáticos e representar os 
diversos níveis principais nas teias alimentares aquáticas. Assim, ainda que só uma das 
espécies incluídas no estudo possa ser fortemente afetada, esta será sempre uma indicação 
preocupante relativamente ao risco que o LI em causa pode representar para os 
ecossistemas aquáticos. Por exemplo, tendo em conta que R. subcapitata e C. vulgaris são 
as espécies mais sensíveis a este LI (Figura 9), pode assumir-se que o fitoplâncton, que 
constitui a base (produtores) das teias tróficas aquáticas, será fortemente afetado a 
baixíssimas concentrações de [C12mim]Cl. Se este nível trófico e funcional for afetado, 
indiretamente ocorrem efeitos deletérios ao nível dos consumidores primários (e.g. 
zooplâncton), resultantes da diminuição da disponibilidade e/ou qualidade de alimento. 
A elevada toxicidade do [C12mim]Cl para 2 das 8 espécies estudadas, com valores 
de EC50 inferiores a 1 mg/L, contraria o proclamado carácter verde dos LIs e sublinha a 
importância de avaliar a toxicidade dos LIs para uma grande variedade de organismos, de 
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modo a obter curvas de distribuição de sensibilidades das espécies aquáticas e, desta 





Os LIs têm sido divulgados como solventes verdes, no entanto a sua toxicidade pode ser 
bastante elevada, como se verificou ser o caso do [C12mim]Cl. A abordagem utilizada 
neste trabalho para avaliar a ecotoxicidade de vários LIs (SSD) incluiu várias espécies 
representativas das comunidades aquáticas sendo, portanto, mais relevante do ponto de 
vista ambiental (Brix et al. 2001). Esta abordagem integradora permite estabelecer relações 
entre a estrutura dos LIs e a sua ecotoxicidade, devendo ser estendida a outros LIs, 
confrontando variáveis estruturais (nº e carbonos das cadeias alquílicas) e/ou propriedades 
delas derivadas (e.g. Kow) com os valores de HC5 ou HC50 derivados das SSD, 
particularmente quando não há consistência entre as respostas dadas pelos diferentes 
sistemas biológicos testados, o que foi de facto verificado no presente estudo. 
Este trabalho permitiu validar as regras heurísticas associadas ao efeito da variação 
do anião, do catião e do comprimento da cadeia alquílica do catião, na toxicidade dos LIs, 
utilizando uma abordagem integradora da sensibilidade de diferentes espécies. A 
toxicidade dos LIs varia de acordo com a seguinte ordem: [Chol]Cl ≈ [Chol][DHCit] ≤ 
[C2mim]Cl < [C12mim]Cl. O facto dos valores de HC5 e HC50 para o [C12mim]Cl serem 
relativamente baixos (0,002421 mg/L - 9,507 mg/L) respetivamente, levanta preocupações 
acerca dos efeitos deste LI para as comunidades aquáticas, o que poderá ser válido para 
outros LIs. Esta abordagem integradora permite de facto estabelecer relações entre a 
estrutura dos LIs e a sua ecotoxicidade, que facilitam a previsão dos potenciais efeitos 
ambientais, dispensando ou reduzindo a necessidade de avaliar todos os LIs 
experimentalmente. Como observação final, vale a pena sugerir a continuação de estudos 
integrativos para melhor caracterizar o potencial de risco ambiental da família dos LIs 
estudados neste trabalho, assim como de outros LIs representativos de outras famílias, que 
ainda não se encontram caracterizados desta forma. 
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Anexo II.6.1. Contagem de microalgas 
 
Antes de iniciar a contagem, é fundamental verificar se a câmara está bem limpa e seca. A 
lavagem deve ser feita passando a câmara e a lamela13 respetiva por água destilada, 
secando bem com papel absorvente. É necessário cuidado ao rodar o revólver do 
microscópio para a ampliação desejada, pois a câmara é mais espessa que as lâminas 
típicas de observação microscópica. É recomendável utilizar a ampliação ocular de 10 x e 
objetiva de 40 x. Relativamente ao carregamento da câmara de Neubauer, começa-se por 
colocar a lamela na câmara (cobrindo as duas grelhas de contagem). Com uma pipeta (e.g. 
micropipeta) introduz-se a suspensão pipetada entre a lâmina e a lamela até preencher 
completamente a grelha do lado em que se pipetou. A colocação da câmara na platina do 
microscópio deve ser antecedida de um período de repouso da câmara (cerca de 5 min), 
que permite que as algas sedimentem (≈ 5 min), facilitando a visualização de todas no 
mesmo plano de focagem. 
As contagens expressam-se em número de células (algas unicelulares) por unidade 
de volume. Se a suspensão de células a contar for muito concentrada, deve fazer-se uma 
diluição prévia (e.g. 1:10) em meio de cultura, para que a sobreposição de células na 
câmara não dificulte/impossibilite a contagem. A contagem normalmente centra-se na 
inspeção do quadrado central de cada grelha da câmara e o nº de células contadas é 
convertido em densidade celular da amostra tendo em conta a carga volumétrica da câmara 
de Neubauer usada. Sabendo que a norma utilizada como referência para os ensaios de 
toxicidade com microalgas requer que o teste seja iniciado com uma concentração de 104 
células/mL, procede-se ao ajuste do inóculo de forma a que o volume adicionado a cada 
réplica permita estabelecer essa densidade celular inicial. Posteriormente carregam-se as 
microplacas, sendo que cada microplaca tem 24 poços (4 linhas A-D e 6 colunas 1-6), em 
ambiente estéril (junto da chama) com 1000 µL de água destilada nos poços indicados a 
azul na Figura 10 para ajudar a minimizar a evaporação durante o tempo de exposição. De 
seguida pipeta-se o respetivo volume de LI e MBL de acordo com a gama de 
concentrações pretendidas nos brancos e tratamentos com as respetivas réplicas (colunas 3, 
                                                          
13 A lamela da Câmara de Neubauer não é uma lamela normal, é mais espessa e mais pesada do que as 
lamelas normais utilizadas em microscopia ótica. A substituição da lamela da câmara por uma normal 
implica erro nas contagens por mau funcionamento da câmara. 
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4 e 5, linhas B e C). Completa-se cada poço com o volume de MBL e de inóculo de algas 
necessário até perfazer 1000 µL. 
 
 
Figura 10 - Microplaca de contagem de microalgas 
 
Quanto à determinação da densidade celular no final dos ensaios deve ser feita uma 
vez para cada amostra, ou seja, é feita uma leitura para cada réplica de cada tratamento (3 
réplicas por tratamento = 3 contagens por tratamento) estabelecido no ensaio, em câmara 
de Neubauer. 
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Anexo II.6.2. Cruzamentos de D. rerio 
 
Para realizar o cruzamento é necessário cumprir o procedimento experimental aconselhado 
pelo laboratório em causa. A sala de cultivo é equipada com 2 sistemas de suporte de vida 
independentes: sistema novo, constituído pelo rack de crescimento onde estão as larvas e 
juvenis e o rack de cruzamento onde se encontram os peixes em idade fértil; sistema velho, 
local no qual se encontram os peixes que já não se reproduzem e os peixes que estão em 
quarentena.  
Em geral, os cruzamentos devem decorrer em aquários distintos dos aquários de 
cultura. Para tal, na véspera do teste colocamos berlindes de vidro no fundo de um aquário 
para cruzamento, e transferimos para o mesmo todos os peixes de um aquário de cultura 
pré-selecionado. Logo de seguida os aquários de cruzamento são devolvidos ao sistema de 
fluxo contínuo (rack de cruzamento). No dia seguinte, por volta das 9 h 15 min/9 h 30 min, 
retiram-se os aquários de cruzamento do sistema, e colocam-se sobre a bancada. Os peixes 
são mantidos nestas condições até às 10 h 30 min/11 h, neste período, é esperado que as 
fêmeas ponham ovos, os quais são fertilizados pelos machos. Os berlindes são usados para 
prevenir que os peixes prendem os ovos. Após este período, os peixes são retirados para 
um aquário mais pequeno e posteriormente, transferidos para um aquário de cultura  
lavado, e devolvidos ao rack de cruzamento. Os berlindes são removidos com um crivo, 
para garantir que os ovos ficam no fundo do aquário. Posteriormente os ovos são coados, 
lavados e separados para placas de petri (+/- 100 por placa) - esta separação é feita a olho 
nu, sobre um fundo preto para facilitar a observação dos ovos. De seguida, procede-se a 
uma seleção mais minuciosa dos ovos, utilizamos a lupa (Stereoscopic Zoom Microscope-
SMZ 1500, Nikon Corporation). Os ovos não fertilizados, bem como ovo com 
deformações/danos ou atraso no desenvolvimento são removidos e posteriormente 
congelados, não sendo utilizados nos ensaios. Apenas os ovos que apresentam um 
desenvolvimento normal e sem deformações são utilizados nos ensaios. Os testes são 
realizados em placas de 24 poços, com um ovo em cada poço. Em cada microplaca são 
expostos 20 ovos a um determinado tratamento, existindo também, 4 ovos que servem de 
controlo interno, tal como se ilustra na Figura 11. 
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Figura 11 - Desenho experimental FET para a concentração C1 (parte esquerda da placa); a 
coluna à direita corresponde ao controlo interno (ou controlo da placa); são utilizadas 
outras placas, com distribuição de tratamentos semelhante, para as restantes concentrações, 
incluindo o controlo. 
C1 C1 C1 C1 C1 C0 
C1 C1 C1 C1 C1 C0 
C1 C1 C1 C1 C1 C0 
C1 C1 C1 C1 C1 C0 




Anexo II.6.3. Valores de EC50 
 
Tabela 12 – Valores de EC50 para todos os parâmetros e espécies que foram recolhidos na pesquisa e que foram obtidos no presente estudo para a 







(mg/L) Referências Notas 
[Chol]Cl Aliivibrio fischeri 30min Luminescência 469,3 383.76-554.91 Ventura et al .2014  
[Chol]Cl Raphidocelis subcapitata 96h Rendimento 72,51 52.14-92.88 Santos et al .2015  
[Chol]Cl Chlorella vulgaris 96h Rendimento 6054 5332-6775 Presente estudo  
[Chol]Cl Lemna minor 7d Rendimento 234,2 154.0-314.5 Santos et al .2015  nº frondes  
[Chol]Cl Lemna minor 7d Rendimento 1185 415.5-1955 Santos et al .2015  peso seco 
[Chol]Cl Lemna gibba 7d Rendimento 487 441-533 Presente estudo nº frondes  
[Chol]Cl Lemna gibba 7d Rendimento 1599 830-2369 Presente estudo peso seco 
[Chol]Cl Daphnia magna 24h+4h Inibição Alimentar - pós exposição  590 488-692 Presente estudo  
[Chol]Cl Corbicula fluminea 2h Inibição Alimentar  5181 4205-6156 Presente estudo  
[Chol]Cl Danio rerio 5d Eclosão 1169 669-1668 Presente estudo  
[Chol]Cl Danio rerio 5d Absorção do saco vitelino (%) 17835 16302-19368 Presente estudo  
[Chol]Cl Danio rerio 5d Edema cardíaco (%) 2759 1173-4346 Presente estudo   
[Chol][DHCit] Aliivibrio fischeri 30min Luminescência 37,23 28.60-45.85 Ventura et al .2014  
[Chol][DHCit] Raphidocelis subcapitata 96h Rendimento 87,16 80.62-93.70 Santos et al .2015  
[Chol][DHCit] Chlorella vulgaris 96h Rendimento 524,0 400-648 Presente estudo  
[Chol][DHCit] Lemna minor 7d Rendimento 1863 1007-2720 Santos et al .2015 nº frondes  
[Chol][DHCit] Lemna gibba 7d Rendimento 880,9 667-1095 Presente estudo nº frondes  
[Chol][DHCit] Lemna gibba 7d Rendimento 1631 756-2506 Presente estudo peso seco 
[Chol][DHCit] Daphnia magna 24h+4h Inibição Alimentar - pós exposição  570,0 494-646 Presente estudo  
[Chol][DHCit] Danio rerio 5d Eclosão 1411 1366-1456 Presente estudo  
[Chol][DHCit] Danio rerio 5d Equilíbrio (%) 326,4 83-570 Presente estudo  
[Chol][DHCit] Danio rerio 5d Edema cardíaco (%) 1411 1366-1456 Presente estudo   
[C2mim]Cl Aliivibrio fisheri 30min Luminescência 0,1409 0.1376-0.1443 Presente estudo 
 
  










(mg/L) Referências Notas 
[C2mim]Cl Raphidocelis subcapitata 96h Rendimento 265,2 162-369 Presente estudo  
[C2mim]Cl Chlorella vulgaris 96h Rendimento 79,72 66-94 Presente estudo  
[C2mim]Cl Lemna minor 7d Rendimento 63,34 57-69 Presente estudo nº frondes  
[C2mim]Cl Lemna minor 7d Rendimento 127,7 76-180 Presente estudo peso seco 
[C2mim]Cl Lemna gibba 7d Rendimento 51,26 44-58 Presente estudo nº frondes  
[C2mim]Cl Lemna gibba 7d Rendimento 232,8 83-382 Presente estudo peso seco 
[C2mim]Cl Daphnia magna 24h+4h Inibição Alimentar - pós exposição  310,9 279-342 Presente estudo  
[C2mim]Cl Corbicula fluminea 2h Inibição Alimentar  3886 3154-4617 Presente estudo  
[C2mim]Cl Danio rerio 5d Absorção do saco vitelino(%) 1009 9567-10451 Presente estudo  
[C2mim]Cl Danio rerio 5d Defeito na cauda (%) 14761 14622-14899 Presente estudo  
[C2mim]Cl Danio rerio 5d Problema de equilíbrio (%) 6162 5336-6989 Presente estudo  
[C2mim]Cl Danio rerio 5d Posição lateral (%) 1,0899×104 9207-12591 Presente estudo   
[C12mim]Cl Aliivibrio fisheri 30min Luminescência 6270 5286-7254 Presente estudo  
[C12mim]Cl Raphidocelis subcapitata 96h Rendimento 0,1028 0.0766-0.1291 Presente estudo  
[C12mim]Cl Chlorella vulgaris 96h Rendimento 0,2251 0.0155-0.0249 Presente estudo  
[C12mim]Cl Lemna minor 7d Rendimento 3,2017 2.7426-3.6588 Presente estudo nº frondes  
[C12mim]Cl Lemna minor 7d Rendimento 7,456 6-9 Presente estudo peso seco 
[C12mim]Cl Lemna gibba 7d Rendimento 3,606 2.9240-4.2874 Presente estudo nº frondes  
[C12mim]Cl Lemna gibba 7d Rendimento 5,229 1-9 Presente estudo peso seco 
[C12mim]Cl Daphnia magna 24h+4h Inibição Alimentar - pós exposição  8,941 4-14 Presente estudo  
[C12mim]Cl Corbicula fluminea 2h Inibição Alimentar  1,716 1-2 Presente estudo  
[C12mim]Cl Danio rerio 5d Absorção do saco vitelino(%) 1,633×104 7017-25642 Presente estudo  
[C12mim]Cl Danio rerio 5d Defeito na cauda (%) 1,811×104 16253-19966 Presente estudo  
[C12mim]Cl Danio rerio 5d Problema de equilíbrio (%) 9188 6816-11561 Presente estudo  





  Posição lateral (%) 1,134×10
4 10433-12242 Presente estudo   
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Os Líquidos Iónicos (LIs) são cada vez mais compostos de interesse, devido às suas 
características e funcionalidades. Apesar de serem considerados solventes “verdes” ainda 
não se conhecem bem os seus efeitos a nível celular, embora se tenda a assumir que o 
mecanismo de toxicidade dos LIs esteja ligado primariamente a danos nas membranas 
celulares. Neste contexto, este trabalho desenvolveu-se sob três objetivos essenciais: (i) 
avaliar as respostas de atividade à exposição de Daphnia magna a LIs; (ii) verificar se os 
LIs promovem dano membranar de natureza oxidativa; (iii) confirmar se as regras 
heurísticas que relacionam a estrutura dos LIs com a sua ecotoxicidade se aplicam em 
parâmetros sub-celulares. Os biomarcadores selecionados para este trabalho foram as 
substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS) que denotam dano oxidativo 
membranar, bem como a atividade das enzimas glutationa redutase (GR) e glutationa S-
transferase (GST), com o intuito de entender como varia a produção de ROS em dáfnias 
expostas e a consequente defesa antioxidante. O nível das TBARS, tal como a atividade da 
enzima GST, não foram afetados pela exposição aos LIs, pelo que não é possível inferir 
acerca do efeito destes LIs em termos de dano oxidativo membranar e de atividade 
antioxidante. No entanto, os dados da GR permitem validar a regra heurística do aumento 
da cadeia alquílica do catião que se traduz num aumento significativo do stress oxidativo 
medido por esta enzima (GR) quando se comparam os efeitos da exposição a [C2mim]Cl 
com os da exposição a [C12mim]Cl. O efeito muito acentuado do [C12mim]Cl ao nível de 
stress oxidativo levanta preocupações acerca dos potenciais efeitos deste LI numa 
exposição mais longa em organismos aquáticos. 
 
Palavras-chave | Daphnia magna; espécies reativas de oxigénio; substâncias reativas ao 









Os Líquidos Iónicos (LIs) são sais que se apresentam no estado líquido a temperaturas 
inferiores a 100°C, sendo alguns líquidos inclusive à temperatura ambiente (Kragl et al. 
2002; Wasserscheid e Welton 2007). Estes sais são compostos por aniões de pequenas 
dimensões e catiões de maiores ou menores dimensões, orgânicos ou inorgânicos. Os LIs 
apresentam características únicas, tais como pressão de vapor insignificante, boa 
solubilidade para muitos materiais orgânicos e inorgânicos e, teoricamente, baixa 
toxicidade (Freire et al. 2007; Ventura et al. 2014; Santos et al. 2015), razão pela qual são 
frequentemente referidos como “solventes verdes”. Por este motivo, estes compostos têm 
recebido grande atenção e interesse ao nível da investigação científica, sendo alguns já 
utilizados em aplicações industriais, como por exemplo no ramo da Engenharia Química 
(Zhao et al. 2011). Estes compostos podem, no entanto, atingir o meio aquático, podendo 
causar efeitos adversos para a biota aquática. Apesar de já existirem estudos acerca da 
toxicidade de LIs para organismos aquáticos (e.g. Bernot et al. 2005; Couling et al. 2006; 
Samorì et al. 2007; Cho et al. 2008a, b; Kulacki e Lamberti 2008; Yu et al. 2009; Costello 
et al. 2009; Du et al. 2012; Dong et al. 2013; Ventura et al. 2014; Santos et al. 2015), 
pouco se sabe acerca do seu mecanismo de ação/toxicidade. 
De um modo geral, a toxicidade dos LIs tem sido atribuída a alterações na estrutura 
e permeabilidade das membranas e paredes celulares (Shao et al. 2018), tal como sugerido 
para várias espécies aquáticas (Aliivibrio fischeri, Lemna minor e Scenedesmus vacuolatus) 
(Stolte et al. 2007). A alteração da fluidez e permeabilidade da membrana celular após 
exposição a LIs deve-se à oxidação promovida por espécies reativas de oxigénio (ROS) 
que a defesa antioxidativa das células não consegue eliminar (Kumar et al. 2011; Shao et 
al. 2018). Estudos anteriores mostraram que os LIs podem conduzir a uma produção 
exacerbada de ROS, o que se traduz na alteração da atividade de várias enzimas 
antioxidantes14 e de destoxificação/biotransformação15, quer em organismos de solo (Shao 
et al 2018), quer em organismos aquáticos (Kumar et al 2011, Du et al. 2012). Por 
exemplo, a exposição do peixe D. rerio a 1-decil-3-metilimidazólio ([C10mim]Br) 
provocou a inibição da atividade das enzimas catalase (CAT) e superóxido dismutase 
(SOD), o que revela danos no sistema de defesa antioxidante do peixe (Du et al. 2012). 
                                                          
14 Alguns exemplos de enzimas antioxidantes são: SOD, CAT; glutationa peroxidase (GPx) e glutationa 
redutase (GR). 
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Além dos peixes (Du et al. 2012; Dong et al. 2013), já foram observados efeitos dos LIs 
em termos de stress oxidativo, noutros organismos aquáticos, tais como algas verdes (Liu 
et al. 2018) e invertebrados (Yu et al. 2009; Zhang et al. 2016). O potencial dos LIs para 
causar dano oxidativo foi também já efetivamente sinalizado, por exemplo após exposição 
da macroalga marinha Ulva lactuca, em minhocas terrestres, em Daphnia e em planárias 
(Yu et al. 2009; Kumar et al. 2011; Liu et al. 2016; Zhang et al. 2016; Shao et al. 2018). O 
dano oxidativo pode dever-se à peroxidação lipídica e resulta do facto dos organismos não 
conseguirem “controlar” o excesso de ROS (Barata et al. 2005). Os peróxidos lipídicos 
produzem e decompõem-se numa variedade de substâncias, sendo a mais importante o 
malondialdeído (MDA) (Leibovitz e Siegel 1980), o qual é utilizado como biomarcador 
sensível para sinalizar dano oxidativo (Yu et al. 2009). A reação do MDA com o ácido 2-
tiobarbitúrico (TBA) é um dos princípios mais utilizados para monitorizar dano oxidativo 
(Liu et al. 1997), através do ensaio de TBARS (substâncias reativas ao ácido 2-
tiobarbitúrico) (Oakes e Van Der Kraak 2003). 
Neste trabalho foi utilizada a espécie Daphnia magna como espécie modelo 
representativa dos ecossistemas de água doce. Esta espécie de cladóceros é amplamente 
utilizada como organismo modelo em ecologia aquática, biologia evolutiva e 
ecotoxicologia. Os dafnídeos são organismos particularmente adequados como organismos 
experimentais, pois são fáceis de manter em laboratório, têm ciclos de vida curtos e 
produtivos e são partenogénicos cíclicos (eliminando a variância genotípica dentro e entre 
experiências). A relevância dos cladóceros como organismos modelo reside também no 
papel-chave ecológico desempenhado por estas populações na dinâmica da cadeia 
alimentar da zona pelágica (Benzie 2005). Estes organismos constituem um importante 
recurso alimentar para muitas espécies de peixes e são os principais herbívoros em 
ecossistemas lênticos, assumindo, portanto, um papel central nas interações tróficas que 
ocorrem nos ecossistemas de água doce (Tessier et al. 2000). 
A variação da toxicidade, quando avaliada ao nível individual, segue algumas 
regras heurísticas relativas à relação entre a estrutura e toxicidade (efeito do anião, efeito 
do catião e efeito do aumento da cadeia alquílica do catião). Estas regras foram validadas 
no Capítulo II, considerando uma abordagem integradora da comunidade aquática. No 
                                                                                                                                                                                
15 Um exemplo de enzimas de destoxificação/biotransformação é a glutationa S-transferase (GST). 
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entanto, os trabalhos existentes não permitem avaliar se as regras heurísticas confirmadas 
no capítulo anterior são aplicáveis a parâmetros sub-celulares. 
Assim, o presente trabalho desenvolveu-se sob três objetivos principais: (i) avaliar 
o potencial de vários LIs (dois LIs à base do catião colina e dois LIs derivados da família 
dos imidazólios) como indutores de stress oxidativo em Daphnia magna; (ii) avaliar até 
que ponto o stress oxidativo potencialmente induzido pela exposição aos LIs se traduz 
efetivamente em dano oxidativo membranar e (iii) confirmar a validade das regras 
heurísticas que relacionam a estrutura-ecotoxicidade com LIs se se aplicam ou não ao nível 
sub-celular. 
A atividade antioxidante foi avaliada através da atividade das enzimas GR e GST, 
ambas da primeira linha de defesa antioxidante, sendo GR uma enzima antioxidante e a 
GST uma enzima de destoxificação. O dano oxidativo membranar, foi avaliado através do 
ensaio de TBARS. Uma vez que o número de estudos que avaliam a sensibilidade das 
respostas antioxidantes de organismos aquáticos expostos a LIs é reduzido, torna-se por 
defeito relevante a caracterização dos efeitos de LIs de diferentes famílias a este nível, 
contribuindo para um melhor conhecimento do mecanismo de toxicidade via disrupção 
membranar que é assumido de forma generalista para todos os LIs. 
 
III.2. Materiais e Métodos 
III.2.1. Compostos químicos 
 
Conforme referido no capítulo II, os LIs foram cedidos pelo Departamento de Química da 
Universidade de Aveiro. Foram utilizados os seguintes LIs: [Chol]Cl (pureza de 98%), 
[Chol][DHCit] (pureza de 99,0%); [C2mim]Cl (pureza de 98,0%) e [C12mim]Cl (pureza 
superior a 98%). Na Figura 2 do Capítulo I estão representadas as estruturas químicas dos 
4 LIs que foram selecionados para este estudo. 
 
III.2.2. Organismo de teste e manutenção da cultura 
 
O crustáceo de água doce D. magna (clone Beak) tem sido mantido em laboratório em 
culturas monoclonais há vários anos. Os dafnídeos foram cultivados em água dura ASTM 
(American Society for Testing and Materials 1980) enriquecida com vitaminas (Elendt e 
Bias 1990) e suplementada com um aditivo orgânico (Baird et al. 1989) num volume total 
de cerca de 800 mL. As culturas foram mantidas a uma temperatura de 20 ± 2 ºC e um 
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fotoperíodo de 16 hL: 8 hE, fornecido por luzes brancas fluorescentes frias. O meio de 
cultura foi renovado e os organismos foram alimentados três vezes por semana, com 
suspensões concentradas da microalga Raphidocelis subcapitata (3×105 células/mL), que é 
cultivada ciclicamente no meio de cultura Woods Hole MBL (Janet et al. 1973). 
 
III.2.3. Teste de imobilização  
 
Testes de imobilização aguda foram conduzidos de acordo com a norma OCDE 202 
(OECD 2004) para aferir as concentrações a serem usadas em exposições posteriores para 
a avaliação das respostas de stress oxidativo (secção III.2.4). Utilizaram-se neonatos 
nascidos entre a 3ª e a 5ª ninhadas, com menos de 24 horas. Os testes foram realizados em 
tubos de ensaio de vidro contendo 25 mL de cada solução de teste. Os organismos foram 
expostos a uma série geométrica de concentrações de cada LI conforme apresentado na 
Tabela 13. O meio de cultura (água dura ASTM, American Society for Testing and 
Materials 1980) foi usado como tratamento de controlo negativo, bem como para 
preparação das soluções stock e para as diluições. Utilizou-se um desenho experimental 
estático, i.e., sem renovação do meio. Para cada tratamento, incluindo controlo, foram 
utilizadas 4 réplicas, sendo cada réplica constituída por 5 organismos. Os organismos 
foram expostos durante 48 h sob as mesmas condições usadas para as culturas. O número 
de organismos imobilizados foi registado no final do período de exposição (OECD 2004). 
Os dados de imobilização para cada LI foram analisados estatisticamente (ver secção 
III.2.8.3) e os valores de EC20










                                                          
16 EC20 é a concentração que se estima causar a imobilização de 20% dos organismos expostos. 
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Tabela 13 – Gama de concentrações de cada composto usada no teste agudo de imobilização com 
D. magna (solução stock = 1500 mg/L para [Chol]Cl; solução stock = 1000 mg/L para 
[Chol][DHCit]; solução stock = 1000 mg/L para [C2mim]Cl; solução stock = 10,00 mg/L para 
[C12mim]Cl). 
Tratamento [Chol]Cl [Chol][DHCit] [C2mim]Cl [C12mim]Cl 
 (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) 
[CTR] 0 0 0 0 
1 400,0 250,0 60,00 1,000×10-3 
2 480,0 325,0 78,00 1,500×10-3 
3 576,0 422,5 101,4 2,250×10-3 
4 691,2 549,3 131,8 3,375×10-3 
5 829,4 714,0 171,4 5,063×10-3 
6 995,3 928,2 222,8 7,594×10-3 
7 1194 1207 289,6 1,139×10-2 
 
III.2.4. Exposição para análise das respostas de stress oxidativo 
 
Neonatos de D. magna (< 24 h; 3ª – 5ª ninhada) foram expostos à concentração 
correspondente ao EC20 para cada LI: 352,2 mg/L para [Chol]Cl; 307,7 mg/L para 
[Chol][DHCit]; 126,3 mg/L para [C2mim]Cl e 2,270×10
-3 mg/L para [C12mim]Cl (detalhes 
podem ser consultados na secção de resultados, Tabela 14). 
 
Tabela 14 – Valores de efeito de imobilização (EC50, EC20 e EC10, em mg/mL) em D. magna 
exposta aos LIs durante 48 h; os limites de confiança associados a cada valor estimado são 
indicados entre parêntesis (lower confidence limit (lower - CL) – upper confidence limit (upper 
CL). 
LIs EC10 (mg/L) EC20 (mg/L) EC50 (mg/L) 
[Chol]Cl 278,4 (166,6 – 357,9) 352,2 (239,4 – 428,5) 552,1 (463,5 – 625,1) 
[Chol][DHCit] 273,9 (228,1 – 306,0) 307,7 (267,1 – 338,3) 384,5 (351,1 – 421,8) 




2,270×10-3 (1,794×10-3 – 
2,668×10-3) 
3,374×10-3 (2,899×10-
3 – 3,905×10-3) 
 
A Figura 12 apresenta um diagrama esquemático do procedimento de exposição e 
tratamento das amostras após exposição. 




Figura 12 – Ilustração do desenho experimental utilizado para exposição dos organismos a cada LI 
e da posterior criopreservação das amostras e homogeneização efetuada antes dos ensaios 
bioquímicos. 
 
A exposição foi realizada em frascos de vidro contendo 100 mL de solução de teste. 
O meio de cultura (água dura ASTM) foi usado como tratamento de controlo negativo 
(Figura 12), bem como meio de diluição. Utilizou-se um desenho experimental estático, 
com 180 animais distribuídos aleatoriamente em seis réplicas (trinta organismos por 
frasco) e respetivos controlos. No caso da exposição ao LI, foi incluída uma réplica extra, 
para compensar os organismos que eventualmente estivessem imobilizados no final da 
exposição. Os organismos foram expostos por 48 h sob as mesmas condições usadas para 
as culturas. No entanto, após as primeiras 24 h os dafnídeos imobilizados foram 
contabilizados e removidos. No final da exposição, o número de dafnídeos imobilizados foi 
novamente registado e foram retirados os organismos não imobilizados, os quais foram 
lavados com água dura ASTM. De seguida, os organismos lavados foram rapidamente 
transferidos para eppendorfs (30 organismos em cada eppendorf) com a ajuda de um pincel 
e uma pinça, e foram criopreservados a -80 °C até ao processamento das amostras. 
 
 





As amostras foram retiradas da arca -80 °C e colocadas numa caixa com gelo, para 
descongelarem lentamente, mantendo a temperatura adequada17 para não haver degradação 
das enzimas durante a manipulação pré-ensaio. Para homogeneização das amostras 
utilizou-se 1 mL de tampão de homogeneização, que neste caso foi o tampão fosfato 500 
mM, pH=7 com Triton X-100 0,1%. As amostras foram homogeneizadas num 
homogeneizador rotativo (Ystral® D-79282, Ballrechten-Dottingen), durante 5-10 s (todo 
este processo é feito sempre em gelo). Após a homogeneização de cada réplica, o 
homogeneizado foi dividido em cinco partes (5 novos tubos eppendorf com 100 µL da 
amostra homogeneizada), sendo cada parte utilizada num dos ensaios bioquímicos 
descritos nas secções seguintes (quantificação de proteína, TBARS, GR e GST). Todas as 
alíquotas foram recolocadas na arca -80 °C, para conservação até posterior utilização. 
Antes de cada ensaio bioquímico, as respetivas amostras foram descongeladas lentamente 
(em gelo). 
 
III.2.6. Quantificação da proteína 
 
O princípio do método de quantificação de proteína envolve a ligação de um corante, neste 
caso o reagente de Bradford (Biorad®)18, à proteína total, dando origem a um complexo 
corado e estável, passível de ser quantificado a 595 nm. É necessário proceder à preparação 
de padrões (P0, P1, P2 e P3), tendo-se utilizado γ-globulina bovina para o efeito com 
concentração em stock de 1 mg/mL (Tabela 15) de forma a definir uma curva de 
calibração para posterior quantificação da proteína presente nas amostras testadas. 
 
Tabela 15 – Volumes usados para a preparação de cada padrão. 
 Volume de água 
ultrapura (µL) 
Volume de Biorad® 
diluído (µL) 
Volume de padrão 
(µL) 
P0 10 250 - 
P1 8 250 2 
P2 5 250 5 
P3 0 250 10 
 
                                                          
17 Garantiu-se que a temperatura a que as amostras se encontravam era inferior a 4 °C. 
18 Diluição de 1:4, com 1 parte de reagente de Bradford (Biorad®) concentrado e 4 partes - de água ultrapura. 
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 Para a determinação da proteína nas amostras foi adicionado 250 µL de Biorad® 
diluído (proporção 1:4) a 10 µL de amostra, em microplaca de 96 poços. Seguiu-se a 
leitura no espectrofotómetro (Thermo Electron Corporation, China) a 595 nm. 
 
III.2.7. Quantificação de peroxidação lipídica – ensaio de TBARS 
 
São necessários dois reagentes para a realização deste ensaio: a solução de ácido 
tricloroacético 10% (A) e a solução de ácido tiobarbitúrico 1% (B). O volume de amostra 
utilizado no ensaio com TBARS foi de 100 µL para um total de 500 µL de reação. Neste 
ensaio, o malondialdeído (ε = 1,560×106 M/cm) que possa existir nas amostras resultante 
da decomposição dos peróxidos lipídicos reage com o TBA adicionado à reação, 
produzindo a cor que se deteta espetrofotometricamente no final do ensaio. 
 As amostras descongeladas são centrifugadas a 15000 G durante 10 min a 4 °C, 
após o que a 100 µL de amostra centrifugada ou o branco (tampão) se adiciona 200 µL de 
solução A e procede-se a uma segunda centrifugação a 10000 G (6000 rpm) durante 1-3 
min. A 250 µL de sobrenadante/branco adiciona-se 250 µL de solução B. Posteriormente, 
colocam-se os tubos eppendorf em banho fervente durante 10 min. Após arrefecimento das 
amostras, procede-se à leitura de absorvâncias (espectrofotómetro, Thermo Electron 
Corporation, China) a 530 nm, com 5 replicados. 
 
 III.2.8. Biomarcadores enzimáticos 
III.2.8.1. Quantificação da atividade da enzima GR 
 
Este método quantifica a atividade da enzima GR através da monitorização a 340 nm da 
oxidação do NADPH (ε = 6,2 mM/cm) (Carlberg e Mannervik 1985). A atividade 
enzimática é expressa em micromoles de NADPH oxidadas por minuto e por mg de 
proteína.  
Para a execução deste ensaio são requeridos três reagentes essenciais: tampão 
fosfato 200 mM, com EDTA 2 mM, a pH = 7,0 (solução 1); solução de GSSH 10 mM em 
H2O desionizada (solução 2); NADPH 1 mM em TRIS.HCl 10 mM, a pH = 7,0 (solução 
3). Para preparar a solução 1 são necessárias 2 soluções intermédias, uma básica e outra 
ácida. Prepararam-se 500 mL da solução básica e 250 mL da solução ácida, adicionando-se 
a solução ácida à básica até atingir pH 7,0. A solução 2 foi preparada em gelo pois a GSSH 
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começa a degradar-se a 4 °C. A solução 3 prepara-se por adição de TRIS.HCl 10 mM a 
NADPH. Esta solução deve ser mantida protegida da luz pois o NADPH é fotossensível. 
Em cada poço de microplaca de 96 poços estabelecem-se as soluções de reação, 
adicionando-se 100 µL de tampão fosfato pré-aquecido a 25 °C, 30 µL de GSSH, 90 µL de 
água destilada pré-aquecida a 25 °C e 50 µL de amostra. A reação é iniciada com a adição 
de 30 µL de NADPH. 
É recomendável que a primeira coluna da microplaca seja deixada completamente 
vazia, de modo a quantificar a absorvância decorrente do plástico (branco do plástico). A 
segunda coluna da microplaca deverá ser preenchida como indicado anteriormente, 
substituindo o volume referente à amostra por tampão fosfato. A absorvância a 340 nm foi 
monitorizada continuamente durante 5 min, em intervalos de 20 s (Carlberg e Mannervik 





As transferases da glutationa são um grupo de enzimas relacionadas que catalisam a 
conjugação da glutationa com vários compostos com centros eletrofílicos. As GST 
catalisam a reação de conjugação do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB - ε = 9,6 
mM/cm) com a GSH, formando-se um tioéter que pode ser monitorizado pelo aumento de 
absorvância a 340 nm, sendo este o princípio do método utilizado. 
 Para a quantificação da atividade destas enzimas são necessárias várias soluções: 
tampão fosfato 0,1 M a pH 6,5; solução de GSH 10 mM; solução de CDNB 60 mM, as 
quais são usadas para preparar a solução de reação.  
O tampão fosfato 0,1 M a pH 6,5 é preparado a partir de duas soluções intermédias: 
solução a (K2HPO4·12H2O em água, com uma concentração de 0,01741 g/mL num total de 
500 mL) e a solução b (KH2PO4 em 500 mL de água e com uma concentração de 0,01360 
g/mL). Posteriormente adicionou-se a solução b à solução a até a solução final atingir o pH 
pretendido. A solução de GSH 10 mM foi preparada em 1 mL de tampão fosfato 0,1 M a 
pH = 6,5 e a de CDNB 60 mM em 1 mL de etanol. É de notar que as soluções de GSH 10 
mM e CDNB 60 mM são fotodegradáveis e como tal devem ser conservadas no escuro até 
à sua utilização. 
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A solução de reação é preparada só antes de ser utilizada, em recipiente dedicado. 
Tendo em conta o volume necessário para o ensaio, a solução preparou-se adicionando  
4,95 mL tampão 0,1 M a pH 6,5, 900 µL de solução GSH19 10 mMe 150 µL solução 
CDNB 60 mM. 
Adicionou-se a cada poço de microplaca de 96 poços 10 µL de amostra e 200 µL de 
solução de reação. Imediatamente após a adição da solução de reação iniciou-se a leitura 
da absorvância (leitor de microplacas BioTek Instruments, U.S.A) a 340 nm, procedendo-
se a repetidas leituras a cada 20 s até completar 5 min. 
Também neste caso, a primeira coluna da microplaca deverá ser deixada 
completamente vazia, de modo a quantificar a absorvância decorrente do plástico. A 
segunda coluna da microplaca deverá ser preenchida tal como indicado acima, substituindo 
o volume referente à amostra por tampão fosfato (Hayes e Pulford 1995). Cada amostra é 
ensaiada em quadruplicado. 
 
III.2.8.3. Análise dos dados 
 
Para estimar os EC10, EC20 e EC50 de imobilização a partir dos dados recolhidos nos 
bioensaios com D. magna, foi aplicada a análise de Probit. Os dados ECx constituem 
referências ecotoxicológicas padronizadas.  
Quanto à quantificação de proteína, a reta padrão, relacionando a absorvância com 
a concentração (mg/L) de proteína, apresentou um coeficiente de determinação (r2) elevado 
de 0,9747. A quantidade de proteína de cada amostra foi utilizada para normalizar a 
atividade das enzimas e a concentração de TBARS encontradas em cada amostra 
correspondente.  
Os dados relativos à atividade da GR e da GST foram tratados primeiro numa folha 
de cálculo de Excel onde, através da equação de Beer-Lambert, se calculou a decréscimo 
linear na concentração de substrato enzimático (lida através da variação da absorvância 
proporcionada pelas reações bioquímicas implementadas) em função do tempo. No caso do 
TBARS, utilizou-se também a lei de Beer-Lambert para determinar a concentração total de 
proteína em nmol.min/mg a partir das absorvâncias medidas. Posteriormente, aplicou-se 
uma análise de variância (ANOVA) de um fator aos dados obtidos para cada biomarcador, 
                                                          
19 Degrada-se muito facilmente. 
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de forma a testar a hipótese nula de que as médias obtidas para os diferentes LIs testados 
são iguais. Sempre que a hipótese nula (H0) foi rejeitada para o nível de significância 
definido de 0,05, prosseguiu-se para testes de comparações múltiplas (teste de Tukey), que 
permitem assinalar as diferenças entre tratamentos (controlo e diferentes LIs testados). Esta 
análise foi realizada no programa Minitab® 16. 
 
III.3. Resultados e Discussão 
 
Neste trabalho avaliou-se a atividade antioxidante e o dano oxidativo causado pelos quatro 
LIs selecionados em D. magna. Numa primeira fase, foi necessário determinar o valor de 
EC20 para cada LI. Numa segunda fase, os organismos foram expostos ao EC20 de cada LI 
e foi avaliada a sua resposta em termos de atividade antioxidante (medida através da 
atividade das enzimas GR e GST) e de dano oxidativo (medida através do ensaio de 
TBARS). 
Os valores de efeito de imobilização de cada LI para D. magna são apresentados na 
Tabela 14 (na secção III.2.4.). A toxicidade variou na seguinte ordem: [Chol]Cl < 
[Chol][DHCit] < [C2mim]Cl < [C12mim]Cl. Esta ordem de toxicidade era esperada 
considerando as regras heurísticas que se assumem para a relação entre a estrutura e a 
toxicidade de LIs, assim como considerando estudos anteriores (e.g. Matzke et al. 2007; 
Cho et al. 2008a; Yu et al. 2009; Santos et al. 2015). A toxicidade relativa dos LIs está 
provavelmente associada à variação da lipofilicidade destes compostos, tal como discutido 
no Capítulo II. Os dados de imobilização são concordantes com a variação da toxicidade 
dos LIs ao nível sub-letal (Capítulo II). 
Em termos de resposta ao stress e dano oxidativos, na Figura 13 são apresentados 
os resultados da atividade enzimática de GR e GST, bem como a quantificação das 
TBARS após exposição (ao EC20 de cada LI e ao controlo). Não foram detetadas 
diferenças significativas entre o controlo e os LIs para os biomarcadores GST e TBARS 
(Tabela 16). Apenas foram encontradas diferenças significativas na atividade da enzima 
GR, pois aquando da exposição ao [C12mim]Cl resultou um aumento bastante pronunciado 
da atividade desta enzima comparativamente ao controlo e aos restantes LIs (aumento de 
cerca de 20x). 




Figura 13 – Atividade das enzimas GR e GST e nível dos TBARS, em D. magna exposta a 
[Chol]Cl; [Chol][DHCit]; [C2mim]Cl; e [C12mim]Cl e ao controlo. Letras diferentes representam 
diferenças estatisticamente significativas (p-value < 0,05). 
Tabela 16– Resultados do teste ANOVA de um fator seguido do teste de TUKEY. 
 Fontes de 
variação 
gl MS F P 
TBARS 
Tratamentos 4 1,577 2,69 0,093 
Erro 10 0,586   
GRED 
Tratamentos 4 512158 53,75 <0,001 
Erro 18 9528   
GST 
Tratamentos 4 5,63 0,64 0,639 
Erro 18 8,77   
 
Através do teste de imobilização podemos concluir que os LIs foram internalizados 
pelas dáfnias e promoveram efeitos, pois observou-se imobilização em todos os 
tratamentos exceto o controlo. Note-se que os organismos foram expostos à concentração 
correspondente ao EC20, pelo que se estimava cerca de 20% de imobilização dos 
organismos. Contudo esse efeito não se manifestou aquando dos testes com os 
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biomarcadores. Propomos que a resposta passe por tentar outro tipo de abordagem, ou seja, 
testar se estes LIs afetaram outros alvos sub-celulares. No entanto, os ensaios com os 
biomarcadores apresentam evidências de que apenas a enzima GR foi afetada, e apenas 
para o LI [C12mim]Cl. Para os restantes LIs, não houve tendências reconhecíveis 
graficamente nem assinaladas estatisticamente. 
A falta de efeito nos TBARS não era esperada, pois estudos anteriores 
apresentaram efeitos significativos de vários LIs à base de imidazólio no dano oxidativo 
(Yu et al. 2009; Kumar et al. 2011). No entanto, nestes trabalhos foi usado o MDA (a 
substância mais importante produzida e decomposta pelos peróxidos lipídicos) e a 
ascorbato peroxidase (enzima complementar ao MDA mas responsável pela 1ªlinha de 
defesa às ROS – APx), como forma de avaliar o dano oxidativo. Assim, no sentido de 
confirmar se os LIs testados provocam dano oxidativo, a análise destes parâmetros (MDA 
e APx) seria relevante. 
No que diz respeito à atividade da enzima GST, também não foram observados 
efeitos significativos na atividade desta enzima em organismos expostos aos vários LIs. À 
semelhança do descrito anteriormente, este não era um resultado esperado face às 
evidências de indução de stress oxidativo por LIs à base de imidazólios que existem na 
literatura, incluindo alteração da atividade da GST (Yu et al. 2009; Shao et al. 2018). 
A enzima GR, sendo constituinte da segunda linha de defesa do sistema de defesa 
antioxidante, não está envolvida na defesa antioxidante da mesma forma que a GST. A GR 
merece especial atenção devido à sua importância na manutenção da homeostasia da GSH / 
GSSG sob condições de stress oxidativo (Figura 7 do Capítulo I). Assim, o aumento da 
atividade da GR pode refletir um aumento de atividade da glutationa peroxidase (GPx). 
Esta enzima constituinte da primeira linha de defesa antioxidante é muito importante, já 
que converte a GSSG produzida pela GPx em GSH, disponibilizando-a de novo para que a 
GPx possa continuar a processar os ROS. A GPx (Hayes e Pulford 1995) é uma importante 
enzima constituinte do sistema defensivo da célula contra as ROS. Esta reduz o peróxido 
de hidrogénio (H2O2) e os peróxidos orgânicos, oxidando as GSH e, portanto, 
redisponibilizando GSSG, o qual serve de substrato à GR (Livingstone 2003), ou seja, a 
GPx depende da GR e vice-versa (Hayes e Pulford 1995). Trabalhos anteriores reportaram 
também efeitos significativos de vários LIs na atividade da GR (Yu et al. 2009; Kumar et 
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al. 2011), mas a confirmação da dinâmica acima sugerida merecerá atenção no futuro 
próximo. 
Estudos anteriores mostraram realmente efeitos dos LIs na GPx, mas também na 
CAT e na SOD, nomeadamente por imidazólios (Yu et al. 2009). De facto, outra enzima a 
que será dada atenção no futuro próximo será a CAT, que é também um regulador 
principal do metabolismo do H2O2 (Góth et al. 2004), estando integrada na primeira linha 
de defesa de reações catalisadas por biomarcadores enzimáticos (Figura 7 do Capítulo I). 
Naturalmente, a SOD é também uma enzima de primeira linha de defesa contra as ROS 
(Figura 7 do Capítulo I) (Guasch et al. 2017) que vale a pena considerar. Num trabalho 
anterior com imidazólios também foram reportados efeitos significativos na SOD (Yu et 
al. 2009). 
Os dados da GR permitem validar a regra heurística do aumento da cadeia alquílica 
do catião. De facto, no Capítulo II observámos que o aumento da cadeia alquílica do 
catião se traduz no aumento da toxicidade, o que concorda com os dados obtidos neste 
capítulo – aumento do stress oxidativo no [C12mim]Cl comparado com o [C2mim]Cl. 
Note-se que o efeito de todos os LIs foi avaliado na concentração correspondente 
ao EC20, uma referência geralmente assumida como protetora para os ecossistemas. Assim, 
o acentuado aumento da atividade da enzima GR devida à exposição ao [C12mim]Cl, 
demonstra que este LI é capaz de induzir stress oxidativo de forma pronunciada após uma 
exposição curta (48 h) a uma concentração teoricamente inócua. Isto levanta preocupações 




Neste trabalho observámos que as TBARS e a atividade da GST, não sofreram variação 
significativa na resposta aos LIs comparativamente com o controlo. No entanto, o grande 
aumento da atividade da enzima GR aquando da exposição do dafnídeo ao [C12mim]Cl 
demonstra que este LI tem impacto negativo nos organismos. Desta forma, foi possível 
confirmar o potencial do LI [C12mim]Cl como indutor de stress oxidativo. Estes resultados 
apenas permitem validar a regra heurística do aumento da cadeia alquílica do catião. 
Contudo, existe a necessidade de alargar o estudo dos efeitos sub-celulares dos LIs a outras 
enzimas para explorar de uma forma mais abrangente a resposta antioxidante dos 
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organismos neste contexto, eventualmente possibilitando a verificação das restantes regras 
heurísticas. 
O efeito muito acentuado do [C12mim]Cl ao nível de stress oxidativo levanta 
preocupações acerca dos potenciais efeitos deste LI numa exposição mais longa. Assim, 
recomenda-se precaução na eventual utilização industrial deste composto, de forma a 
prevenir efeitos adversos na biota aquática. 
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Capítulo IV. Considerações Finais 
 
IV.1. Conclusões finais 
 
Os Líquidos Iónicos (LIs) apresentam propriedades específicas, que lhes conferem 
vantagens face a outros compostos, como é o caso nomeadamente dos solventes 
tradicionais. Uma das características que se atribui aos LIs é a baixa toxicidade, o que 
contribui para a sua frequente designação como “solventes verdes”. Os LIs apresentam 
também a particularidade de serem “designer solvents”, ou seja, é possível modificar o 
anião e/ou o catião (e.g. em termos de grupos funcionais e/ou cadeia alquílica) de modo 
a obter as propriedades físico-químicas pretendidas para uma determinada aplicação. No 
entanto, esta alteração traduz-se também na alteração da sua toxicidade. Assim, é 
possível criar uma grande variedade de LIs, o que torna moroso e dispendioso o 
processo de avaliação da toxicidade de todos as estruturas iónicas desenvolvidas 
conforme é requerido pela regulamentação de proteção ambiental. Logo, é útil estudar a 
aplicação de regras heurísticas que relacionem variações estruturais nos LIs com a sua 
toxicidade. 
Estudos anteriores mostraram que a toxicidade dos LIs varia com o anião, o 
catião e o comprimento da cadeia alquílica do catião. No entanto, a toxicidade dos LIs 
não depende só das propriedades do LI, mas também do organismo modelo usado, ou 
seja, da sensibilidade de cada espécie. Por este motivo, é relevante estabelecer relações 
entre a estrutura dos LIs e a sua ecotoxicidade, mas integrando a sensibilidade de várias 
espécies representativas dos ecossistemas que possam eventualmente ser contaminados 
com estes compostos (em princípio, os ecossistemas aquáticos serão alvos principais). É 
também relevante complementar a curta base de dados que existe atualmente na 
literatura sobre efeitos sub-celulares de LIs e, em particular validar as regras heurísticas 
enunciadas a este nível de organização biológica. 
Dada a vasta gama de aplicações dos LIs, estes são cada vez mais utilizados em 
aplicações industriais. Logo, estes compostos começarão a estar cada vez mais presentes 
no ambiente, em particular no ecossistema aquático, o que pode causar efeitos adversos 
na biota aquática. Devido a esta problemática atual torna-se relevante desenvolver os 
estudos como os que são apresentados nesta Dissertação. 
Numa primeira fase, avaliámos a toxicidade de vários LIs para as comunidades 
aquáticas, usando a abordagem das SSDs (distribuição de sensibilidade de espécies). 




Esta abordagem, por incluir não apenas uma, mas várias espécies representativas das 
comunidades aquáticas, reflete a toxicidade para a mesma sendo, portanto, mais 
relevante do ponto de vista ambiental (Brix et al. 2001). A utilização desta abordagem 
permitiu validar as regras heurísticas associadas ao efeito da variação do anião, do 
catião e do aumento da cadeia alquílica do catião, na toxicidade dos LIs. A toxicidade 
dos LIs variou de acordo com a seguinte ordem: [Chol]Cl ≈ [Chol][DHCit] ≤ 
[C2mim]Cl < [C12mim]Cl. O facto dos valores de HC5 e HC50 para o [C12mim]Cl serem 
baixos (0,002421 mg/L e 9,507 mg/L, respetivamente), levanta preocupações acerca dos 
efeitos deste LI para as comunidades aquáticas, o que poderá ser válido para outros LIs 
com uma cadeia alquílica do catião longa. Como observação final, vale a pena sugerir a 
continuação deste tipo de estudos integrativos para melhor caracterizar o potencial de 
risco ambiental das famílias de LIs estudados neste trabalho. Esta abordagem 
integradora deverá ainda ser estendida a LIs de outras famílias, i.e., baseados noutros 
catiões e aniões, para facilitar a generalização de tendências de estrutura-ecotoxicidade 
em LIs. 
Numa segunda fase, pretendeu-se avaliar o dano e stress oxidativo causado pelos 
LIs e verificar se as regras heurísticas se mantêm ao nível sub-celular. Foram avaliados 
os seguintes biomarcadores: TBARS (substâncias reativas ao ácido 2- tiobarbitúrico), 
GR (glutationa redutase) e GST (glutationa S-transferase), usando como organismo 
modelo a espécie D. magna. Não foram encontradas evidências de dano oxidativo 
membranar, mas observou-se stress oxidativo provocado pelo [C12mim]Cl. Assim, 
conclui-se que a regra heurística do efeito do aumento da cadeia alquílica do catião se 
mantém a nível sub-celular – uma mais longa cadeia alquílica do catião implica maior 
stress oxidativo, o que corrobora os resultados observados ao nível do organismo (e da 
comunidade). Para ambos os níveis de organização observou-se que o [C12mim]Cl 
apresenta uma elevada toxicidade. A sua elevada toxicidade representa uma 
preocupação no caso deste LI atingir o meio aquático. Esta preocupação poderá ser 
estendida a outros LIs com uma cadeia alquílica do catião longa. Dada a falta de efeitos 
significativos nos biomarcadores TBARS e GST, e no sentido de avaliar se o 
mecanismo de ação dos LIs inclui efetivamente disrupção membranar de natureza 
oxidativa, será necessário avaliar a atividade de outros biomarcadores de stress 
oxidativo face à exposição aos LIs, obtendo, assim, resultados mais robustos para inferir 
acerca deste tipo de efeitos dos LIs a nível sub-celular. 




Os LIs são considerados os solventes do futuro (Austen Angell et al. 2012). Os 
métodos aqui apresentados contribuem para uma definição de LIs menos nocivos para o 
ambiente, uma informação que pode ser utilizada em fases precoces de 
conceptualização e/ou desenvolvimento destes compostos e/ou processos. Será, no 
entanto, necessário confirmar sempre a toxicidade dos LIs selecionados antes de iniciar 
a sua comercialização, respeitando a legislação europeia em vigor, nomeadamente a 
diretiva REACH. Além de ser necessário desenvolver estudos para uma melhor 
previsão da toxicidade relativa de um determinado LI, a aplicação dos LIs a nível 
industrial terá ainda de ultrapassar outros obstáculos. Um dos aspetos mais importantes 
será encontrar processos eficientes para tratar as quantidades de LIs que poderão estar 
em breve presentes nas águas residuais urbanas e industriais. É necessário realizar 
trabalhos continuados e melhorados para reduzir a toxicidade dos efluentes 
contaminados por LIs e preparar o futuro para generalizar o seu uso industrial. 
Uma das aplicações industriais mais promissoras para os LIs será, 
eventualmente, a produção de energia limpa e produtos de base biológica devido às suas 
excelentes propriedades físico-químicas e excelente desempenho na dissolução e 
separação da celulose. De facto, devido à escassez mundial de energia e à poluição 
ambiental, é recomendado fazer uso total da biomassa celulósica no futuro. O uso de LIs 
tem proporcionado uma nova plataforma para a utilização “verde” da celulose, o que 
poderá contribuir para o avanço na produção de produtos químicos e reduzir a 
dependência de matérias-primas não-renováveis à base de petróleo (Earle e Seddon 
2000; Cao et al. 2016). Outra das aplicações dos LIs com maior potencial de 
desenvolvimento futuro será a extração e separação de compostos bioativos das mais 
diversas origens. Devido às circunstâncias atuais, o desenvolvimento de processos de 
extração e separação economicamente viáveis e mais sustentáveis são o passo crítico 
para a recuperação e comercialização de produtos bioativos novos e de baixo custo para 
vários setores (e.g. nutracêuticos, cosméticos e farmacêuticos), o que permitirá o seu 
amplo uso num futuro próximo. 
Vivemos numa era em que as necessidades da população humana são crescentes, 
e em que os LIs poderiam desempenhar um papel notável como solventes e materiais 
alternativos (Ventura et al. 2015). De qualquer modo, o conhecimento dos LIs avançou 
significativamente durante os últimos anos, e o crescente interesse nestes como 
solventes não deve cessar no futuro próximo (Cao et al. 2017). 
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